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Abstrakt
Pythium oligandrum je jedn´ım z nepatogenn´ıch za´stupc˚u rodu Pythium, ktery´ nalezl
uplatneˇn´ı jako prostrˇedek biologicke´ ochrany rostlin. Hlavn´ı mechanismus u´cˇinku te´to
oomycety spocˇ´ıva´ v indukci obranne´ho syste´mu rostlin pomoc´ı elicitor˚u a v mykopa-
razitismu patogenn´ıch hub a houba´m podobny´ch organismu˚, ktere´ oomyceta napada´
pomoc´ı rˇady hydrolyticky´ch enzymu˚, jezˇ uvolnˇuje do sve´ho okol´ı.
V prvn´ı cˇa´sti te´to pra´ce byla sledova´na aktivita hydrolyticky´ch enzymu˚
endo-1,3-β-glukanasy, celulasy, chitinasy a proteas v komercˇn´ım prˇ´ıpravku na ochranu
rostlin na ba´zi Pythium oligandrum, Polyversum-Biogarden. Bylo zjiˇsteˇno, zˇe prˇ´ıme´
p˚usoben´ı hydrolyticky´ch enzymu˚ pravdeˇpodobneˇ nen´ı hlavn´ım mechanismem u´cˇinku
tohoto prˇ´ıpravku, nebot’ aktivita glykosidas vy´znamneˇji nar˚usta´ azˇ po sˇestihodinove´
inkubaci prˇ´ıpravku ve vodeˇ a proteolyticka´ aktivita nebyla proka´za´na.
V druhe´ cˇa´sti pra´ce byly studova´ny vlastnosti proteas sekretovany´ch oomycetou Py-
thium oligandrum. Nejvysˇsˇ´ı proteolyticka´ aktivita byla zjiˇsteˇna prˇi pH 6,5. Ovomukoid
p˚usobil jako inhibitor sekretovany´ch proteas. Byla sledova´na take´ stabilita proteas, kte-
rou snizˇovaly SDS i detergenty v tekuty´ch my´dlech, roztok tuhe´ho my´dla nebo NaOH;
mocˇovina ji snizˇovala pouze ve vysˇsˇ´ıch koncentrac´ıch. Naproti tomu ethanol stabilitu
proteas neovlivnˇoval.
Kl´ıcˇova´ slova
biologicka´ ochrana rostlin, Pythium oligandrum, endo-1,3-β-glukanasa, celulasa, chiti-
nasa, proteasy, stabilita enzymu˚

Abstract
Pythium oligandrum is one of the non-pathogenic microorganisms of Pythium species
which found its use as biological control agent. The main modes of action of this
oomycete lie in inducing the plant immunity and in mycoparasitism of pathogenic
fungi and fungus-like organisms. The oomycete attacks the pathogens by secretion of
hydrolytic enzymes into the environment.
In the first part of this bachelor’s thesis, activity of hydrolytic enzymes
endo-1,3-β-glucanase, cellulase, chitinase and proteases was observed in a commercial
product based on Pythium oligandrum, called Polyversum-Biogarden. It was conclu-
ded that the direct hydrolysis of phytopathogens is probably not the main mechanism
of this product because the activity of glycosidases increased only after six hour-long
incubation of the Polyversum-Biogarden in water and the proteolytic activity was not
detected.
In the second part of the bachelor’s thesis, properties of proteases secreted by orga-
nism Pythium oligandrum were studied. The highest proteolytic activity was observed
at pH 6,5. Ovomucoid acted as an inhibitor of secreted proteases. The stability of pro-
teases was lowered by SDS, detergents present in liquid soaps and by a solution of a
solid soap or NaOH. Only the highest concentrations of urea lowered the activity of
proteases. Ethanol did not influence the protease activity.
(In Czech)
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biological control agent, Pythium oligandrum, endo-1,3-β-glucanase, cellulase, chiti-
nase, proteases, enzyme stability
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Seznam zkratek
BCAs prostrˇedky biologicke´ ochrany (angl. biological control
agents)
BSA hoveˇz´ı se´rovy´ albumin (angl. bovine serum albumin)
DTT 1,4-dithiotreitol
ELR receptor elicitinu (angl. elicitin response receptor)
HR hypersenzitivn´ı reakce (angl. hypersensitive response)
IC50 koncentrace inhibitoru, ktera´ zp˚usob´ı sn´ızˇen´ı rychlosti reakce
na polovinu rychlosti neinhibovane´ reakce
MAPK kaska´da mitogenem aktivovana´ proteinkinasova´ kaska´da (angl.
mitogen-activated protein kinase cascade)
MBTH 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon hydrochlorid
MOPS kyselina 3-(N’-morfolino)propansulfonova´
POD-1, POD-2 elicitory, glykoproteiny z buneˇcˇne´ steˇny organismu Pythium
oligandrum
PR proteiny proteiny spojene´ s patogenez´ı (angl. pathogenesis-related
proteins)
ROS reaktivn´ı formy kysl´ıku (angl. reactive oxygen species)
SDS dodecyls´ıran sodny´ (angl. sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE polyakrylamidova´ gelova´ elektrofore´za v prostrˇed´ı SDS
TEMED N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
v/v objemova´ koncentrace
w/v hmotnostn´ı koncentrace

1 U´vod
1.1 Obranne´ mechanismy rostlin
Rostliny byly za dobu sve´ existence nuceny vytvorˇit si d˚umyslny´ syste´m obranny´ch me-
chanismu˚ slouzˇ´ıc´ıch jim k prˇezˇit´ı neprˇ´ıznivy´ch vliv˚u bioticky´ch (naprˇ. bakterie, houby)
cˇi abioticky´ch (naprˇ. sucho, vy´kyvy teplot) faktor˚u vyskytuj´ıc´ıch se na Zemi. Tyto me-
chanismy lze souhrnneˇ nazvat imunitn´ım syste´mem rostlin, v ra´mci neˇhozˇ odliˇsujeme
konstitutivn´ı a indukovany´ syste´m obrany[1, 2].
Konstitutivn´ım syste´mem obrany rozumı´me prˇedem prˇipraveny´ obranny´ syste´m,
do neˇhozˇ lze v makroskopicke´m meˇrˇ´ıtku zarˇadit naprˇ´ıklad k˚uru stromu˚ cˇi kutikulu,
na buneˇcˇne´ u´rovni pote´ buneˇcˇnou steˇnu cˇi rˇadu sekunda´rn´ıch metabolit˚u s antimik-
robia´ln´ımi vlastnostmi, naprˇ´ıklad saponiny, glukosinola´ty a benzoxazinoidy. Tyto me-
tabolity, cˇasto skladovane´ jako inaktivn´ı prekurzory ve vakuola´ch, jsou syntetizova´ny
zdravy´mi rostlinami, ktery´m slouzˇ´ı jako jedna z prvn´ıch obran prˇi napaden´ı patogenem
cˇi prˇi mechanicke´m posˇkozen´ı[2, 3].
Neˇktere´ obranne´ la´tky rostlin by´vaj´ı ovsˇem syntetizova´ny azˇ v reakci na napa-
den´ı rostliny patogeny. V takove´m prˇ´ıpadeˇ hovorˇ´ıme o indukovane´m syste´mu obrany.
K spusˇteˇn´ı tohoto obranne´ho syste´mu docha´z´ı vlivem tzv. elicitor˚u, la´tek, ktere´ se va´zˇou
na specificke´ receptory nacha´zej´ıc´ı se na vneˇjˇs´ı straneˇ buneˇcˇny´ch membra´n napadeny´ch
rostlin[4]. Elicitory mohou pocha´zet jak z patogenn´ıho organismu, v takove´m prˇ´ıpadeˇ se
jedna´ o exogenn´ı elicitory, tak z rostliny samotne´ (endogenn´ı elicitory)[5]. Endogenn´ımi
elicitory jsou naprˇ´ıklad cˇa´sti buneˇcˇne´ steˇny rostliny (oligosacharidy) vznikle´ p˚usoben´ım
hydrolyticky´ch enzymu˚ sekretovany´ch patogenn´ım organismem. Exogenn´ımi elicitory
pak jsou naprˇ´ıklad proteiny sekretovane´ patogeny (naprˇ. hydrolyticke´ enzymy), fosfo-
lipidy cˇi cˇa´sti buneˇcˇny´ch steˇn patogen˚u[4, 5].
Interakc´ı elicitor˚u s rostlinny´mi receptory docha´z´ı k spusˇteˇn´ı signa´ln´ıch drah, ktere´
vedou k strukturn´ım zmeˇna´m v rostlina´ch (naprˇ. tvorba kalosy), k tvorbeˇ obranny´ch
enzymu˚, fytoalexin˚u, reaktivn´ıch forem kysl´ıku, a ktere´ mohou ve´st azˇ k programovane´
buneˇcˇne´ smrti napadeny´ch rostlinny´ch buneˇk a jejich okol´ı[4, 5].
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1.2 Oomycota
Oomycota (te´zˇ oomycety cˇi rˇasovky) jsou kmenem houba´m podobny´ch eukaryoticky´ch
organismu˚ spadaj´ıc´ıch do rˇ´ıˇse Stramenopila (neˇkdy te´zˇ Straminipila)[6, 7, 8]. Jsou
charakteristicke´ tvorbou oogoni´ı a oospor[9]. Oogonia jsou samicˇ´ı pohlavn´ı orga´ny,
ve ktery´ch meiosou vznikaj´ı nepohyblive´ samicˇ´ı gamety, oosfe´ry[6]. Po splynut´ı oosfe´ry
s haploidn´ım ja´drem samcˇ´ı gamety, v neˇktery´ch prˇ´ıpadech partenogenez´ı (naprˇ. Py-
thium oligandrum), docha´z´ı k vzniku diploidn´ı oospory, cozˇ je odolny´ u´tvar se ztlusˇteˇlou
buneˇcˇnou steˇnou, ktery´ slouzˇ´ı k prˇecˇka´n´ı neprˇ´ıznivy´ch podmı´nek. Oospora mu˚zˇe
na´sledneˇ vykl´ıcˇit v novou hyfu cˇi sporangium[8, 9].
Oomycety jsou pozoruhodne´ organismy, nebot’ vykazuj´ı mnohe´ podobnosti
s pravy´mi houbami (Mycota nebo te´zˇ Eumycota), prˇestozˇe jim nejsou geneticky
prˇ´ıbuzne´. Naprˇ´ıklad produkuj´ı enzymy degraduj´ıc´ı buneˇcˇnou steˇnu, cozˇ jim slouzˇ´ı
k proniknut´ı do rostlinny´ch buneˇk. Na druhou stranu se oomycety od pravy´ch hub
v neˇktery´ch za´sadn´ıch znac´ıch liˇs´ı a podobaj´ı se sp´ıˇse rostlina´m. Oomycety, na rozd´ıl
od pravy´ch hub, maj´ı ve svy´ch buneˇcˇny´ch membra´na´ch obsazˇeny rostlinne´ steroly.
(Prave´ houby obsahuj´ı ergosterol.) Da´le vykazuj´ı oproti pravy´m houba´m odliˇsnou
stavbu mitochondri´ı a Golgiho apara´tu, obsahuj´ı jine´ za´sobn´ı la´tky[8]. V pravy´ch
houba´ch je obvykly´m za´sobn´ım sacharidem glykogen, ktery´ v oomyceta´ch nebyl nale-
zen. V oomyceta´ch se ale nacha´z´ı mykolaminaran, glukan s vazbami β-(1,3) a β-(1,6),
ktery´ je strukturneˇ podobny´ laminarinu[10, 11]. Dalˇs´ı pozoruhodnou odliˇsnost´ı oo-
mycet oproti pravy´m houba´m je slozˇen´ı jejich buneˇcˇne´ steˇny. V buneˇcˇne´ steˇneˇ
pravy´ch hub se nacha´z´ı prˇedevsˇ´ım chitin a (1,3)-β-glukany propojene´ kra´tky´mi rˇeteˇzci
(1,6)-β-glukan˚u. Naproti tomu v buneˇcˇne´ steˇneˇ oomycet se chitin te´meˇrˇ nevyskytuje,
nacha´z´ı se zde prˇeva´zˇneˇ (1,3;1,6)-β-glukany a celulosa (viz obra´zek 1, str. 3). Dı´ky teˇmto
mnohy´m odliˇsnostem oomycet oproti pravy´m houba´m jsou oomycety cˇasto odolne´ v˚ucˇi
beˇzˇny´m fungicid˚um[8, 10]. Odolnost proti fungicid˚um je neprˇ´ıjemnou skutecˇnost´ı, ne-
bot’ do kmene Oomycota mu˚zˇeme zarˇadit neˇktere´ velmi vy´znamne´ patogeny rostlin,
zp˚usobuj´ıc´ı va´zˇne´ ztra´ty u´rody. Mezi tyto patogeny patrˇ´ı naprˇ´ıklad rody Aphanomy-
ces, Pythium cˇi Phytophthora. Vy´znamny´m za´stupcem teˇchto patogen˚u je Phytophthora
infestans , ktera´ je p˚uvodcem pl´ısneˇ brambor (rovneˇzˇ rajcˇat) a ktera´ byla prˇ´ıcˇinou hla-
domoru v Irsku v 19. stolet´ı[7, 8].
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Obra´zek 1: Polysacharidy vyskytuj´ıc´ı se v buneˇcˇne´ steˇneˇ oomycet. Celu-
losa a (1,3;1,6)-β-glukany jsou polysacharidy, ktere´ se prˇeva´zˇneˇ vyskytuj´ı v buneˇcˇny´ch
steˇna´ch kmene Oomycota. Prˇevzato z [10] a upraveno.
1.3 Rod Pythium
Rod Pythium kmene Oomycota, na´lezˇ´ıc´ı do stejne´ho rˇa´du (Perenosporales) a cˇeledi
(Pythiaceae) jako rod Phytophthora[6], zahrnuje rozmanitou skupinu za´stupc˚u, kterˇ´ı
oby´vaj´ı jak sousˇ, tak vodn´ı prostrˇed´ı. Neˇkterˇ´ı z teˇchto za´stupc˚u zˇij´ı jako saprofyte´,
veˇtsˇina z nich je vsˇak patogeny napadaj´ıc´ımi sˇirokou sˇka´lu organismu˚[12]. Mezi za´stupci
rodu Pythium nalezneme patogeny napadaj´ıc´ı ryby (Pythium undulatum), hmyz (Py-
thium carolinianum) a savce (Pythium insidiosum). Posledn´ı zmı´neˇny´ za´stupce napada´
dokonce i cˇloveˇka[7]. Nejveˇtsˇ´ı ekonomicky´ dopad na spolecˇnost maj´ı vsˇak druhy rodu
Pythium, ktere´ rˇad´ıme mezi rostlinne´ patogeny (naprˇ. Pythium aphanidermatum, Py-
thium debaryanum cˇi Pythium ultimum). Tyto druhy, ktere´ zp˚usobuj´ı hniloby plod˚u,
stonk˚u i korˇen˚u a ktere´ jsou prˇ´ıcˇinou tzv. pada´n´ı kl´ıcˇn´ıch rostlin, kazˇdorocˇneˇ zavin´ı
velke´ sˇkody na zemeˇdeˇlske´ u´rodeˇ[7, 12].
Poneˇkud zvla´sˇtn´ı skupinou, kterou lze v ra´mci rodu Pythium vycˇlenit, jsou ne-
patogenn´ı za´stupci, kterˇ´ı parazituj´ı na ostatn´ıch, patogenn´ıch druz´ıch sve´ho rodu
a na neˇktery´ch houbovy´ch patogenech. Teˇmito nepatogenn´ımi za´stupci jsou naprˇ´ıklad:
Pythium periplocum, Pythium nunn, Pythium mycoparasiticum a Pythium oligan-
drum[12].
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1.4 Pythium oligandrum
Pythium oligandrum je celosveˇtoveˇ rozsˇ´ıˇreny´ p˚udn´ı organismus[13], ktery´ byl poprve´
popsa´n americky´m mykologem Charlesem Drechslerem v roce 1930[14]. Tento organis-
mus se vyskytuje na povrchu korˇen˚u rostlin (v rhizosfe´rˇe), sd´ıl´ı tedy ekologickou niku
s cˇetny´mi rostlinny´mi patogeny[15, 16]. Pythium oligandrum tyto patogenn´ı druhy
pro svou vlastn´ı obzˇivu napada´ (viz kapitola 1.4.1, str. 4), cˇ´ımzˇ je odstranˇuje z dosahu
rostlin, ktere´ tak chra´n´ı. Dı´ky schopnosti neobycˇejneˇ agresivneˇ napadat rostlinne´ pa-
togeny a d´ıky interakc´ım s rostlinami (viz kapitola 1.4.2, str. 6) je organismus Pythium
oligandrum v soucˇasnosti vyuzˇ´ıva´n jako jeden z prostrˇedk˚u biologicke´ ochrany rostlin.
(V Cˇeske´ republice je oomyceta Pythium oligandrum soucˇa´st´ı prˇ´ıpravku Polyversum,
ktery´ byl registrova´n jako biofungicid v roce 1994[16].) Mezi organismy slouzˇ´ıc´ı jako
biologicka´ ochrana rostlin prˇed patogeny da´le patrˇ´ı naprˇ´ıklad neˇktere´ druhy rodu Tri-
choderma (naprˇ. jako fungicidy p˚usob´ı T. asperellum, T. atroviride) cˇi neˇktere´ druhy
rodu Bacillus (naprˇ. B. thuringiensis p˚usob´ı jako insekticid)[15]. Jejich vyuzˇit´ı by v bu-
doucnosti mohlo omezit pouzˇ´ıva´n´ı chemicky´ch pesticid˚u, ktere´ maj´ı cˇasto negativn´ı
dopad na okoln´ı prostrˇed´ı[15].
Pythium oligandrum se prozat´ım jev´ı jako slibny´ prostrˇedek biologicke´ ochrany
rostlin, nebot’ p˚usob´ı v neˇkolika rovina´ch[12]:
1. Pu˚sob´ı proti patogen˚um v p˚udeˇ obsazen´ım rhizosfe´ry, a tedy kompetic´ı o prostor
a o zˇiviny.
2. Prˇ´ımo napada´ neˇktere´ rostlinne´ patogeny zˇij´ıc´ı v p˚udeˇ.
3. Zvysˇuje rezistenci rostlin, nebot’ indukuje jejich obranny´ syste´m.
4. Svou produkc´ı tryptaminu, prekurzoru auxinu, podporuje r˚ust rostlin[17].
Souhrn vza´jemny´ch interakc´ı mezi oomycetou Pythium oligandrum, rostlinami a pa-
togenn´ımi organismy je zna´zorneˇn na obra´zku 2 na straneˇ 5.
1.4.1 Interakce organismu Pythium oligandrum s patogenem
Prˇi interakci oomycety Pythium oligandrum s patogenn´ım organismem v rhizosfe´rˇe je
jedn´ım z mechanismu˚ jeho p˚usoben´ı prosp´ıvaj´ıc´ıho rostlina´m kompetice s patogenem
o prˇ´ıtomne´ volne´ zˇiviny (naprˇ. la´tky vylucˇovane´ rostlinami do okol´ı) a o zˇivotn´ı prostor.
Tento mechanismus p˚usoben´ı na patogenn´ı organismy je pravdeˇpodobneˇ vedlejˇs´ım[15].
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Obra´zek 2: Souhrn vztah˚u mezi oomycetou Pythium oligandrum , rostlinami
a patogenn´ımi organismy v p˚udeˇ. Na obra´zku je kromeˇ interakc´ı Pythium oligan-
drum s patogeny (viz kap. 1.4.1, str. 4) a s rostlinou (viz kap. 1.4.2, str. 6) zna´zorneˇn
take´ vliv abioticky´ch faktor˚u. Vysveˇtlivky:
”
priming“ = vybuzen´ı rezistence rostliny
vlivem elicitor˚u. Prˇevzato z [15] a upraveno.
Dalˇs´ı mechanismus spocˇ´ıva´ v prˇ´ıme´m napada´n´ı patogenn´ıho organismu oomyce-
tou, ktere´ je druhoveˇ specificke´[16] a mu˚zˇe, v za´vislosti na napadene´m druhu, prob´ıhat
bud’ antibiosou, nebo mykoparaziticky. Prˇi antibiose je patogenn´ı organismus znicˇen
p˚usoben´ım sekunda´rn´ıch metabolit˚u oomycety[15]. K takove´mu jevu docha´z´ı naprˇ´ıklad
prˇi interakci oomycety s organismem Phytophthora megasperma, kdy patogen degene-
ruje, anizˇ by se Pythium oligandrum ocitlo v jeho bl´ızkosti a anizˇ by byla posˇkozena
jeho buneˇcˇna´ steˇna[12]. Dalˇs´ım prˇ´ıkladem antibiosy je inhibice r˚ustu organismu˚ Phoma
medicaginis a Mycosphaerella pinodes vlivem p˚usoben´ı metabolit˚u oomycety Pythium
oligandrum[15]. Hlavn´ım mechanismem, ktery´ oomyceta Pythium oligandrum vyuzˇ´ıva´
prˇi boji s patogenn´ımi organismy, je vsˇak pravdeˇpodobneˇ mykoparazitismus[12].
Mykoparazitismus je zaha´jen chemotropn´ım r˚ustem oomycety ve smeˇru pato-
genn´ıho organismu. Na´sledneˇ docha´z´ı k prˇichycen´ı organismu Pythium oligandrum
k patogenovi, da´le k obtocˇen´ı patogenn´ı hyfy a k penetraci oomycety do hostitelske´ho
organismu. K penetraci docha´z´ı vlivem p˚usoben´ı hydrolyticky´ch enzymu˚ (celulas, chi-
tinas, β-glukanasy) produkovany´ch oomycetou[12, 15, 18]. Posledn´ımi fa´zemi procesu
mykoparazitismu je kompletn´ı rozlozˇen´ı cytoplazmy napadene´ho organismu a roz-
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mnozˇen´ı oomycety Pythium oligandrum uvnitrˇ zbytk˚u hyf patogena[15, 18].
Tomuto osudu se patogenn´ı organismus bra´n´ı strukturn´ımi obranny´mi reakcemi.
Naprˇ´ıklad v prˇ´ıpadech interakce oomycety Pythium oligandrum s patogeny Rhizoctonia
solani cˇi Phytophthora parasitica vytva´rˇ´ı patogenn´ı organismus loka´ln´ı zes´ılen´ı buneˇcˇne´
steˇny, ktera´ maj´ı buneˇcˇnou steˇnu zpevnit v mı´stech potencia´ln´ıho vniknut´ı, a zabra´nit
tak vstupu organismu Pythium oligandrum do hyfy patogena[12, 18].
Nejasnost´ı prozat´ım z˚usta´va´, jak Pythium oligandrum doka´zˇe tak u´cˇinneˇ rozkla´dat
buneˇcˇne´ steˇny patogenn´ıch organismu˚, anizˇ by byla posˇkozena jeho vlastn´ı. Mozˇny´m
vysveˇtlen´ım je vyuzˇit´ı celulas nejen k napada´n´ı patogen˚u, ale rovneˇzˇ k opraveˇ vlastn´ıch
buneˇcˇny´ch struktur. Tuto mozˇnost podporuje objev sekvenc´ı v cDNA knihovna´ch orga-
nismu Pythium oligandrum, ktere´ odpov´ıdaj´ı celulasa´m obsahuj´ıc´ım transmembra´novy´
helix, jezˇ by mohly by´t ukotveny v plazmaticke´ membra´neˇ a mohly by se pod´ılet
na oprava´ch buneˇcˇne´ steˇny[7, 12].
1.4.2 Interakce organismu Pythium oligandrum s rostlinou
Prˇi interakci oomycety Pythium oligandrum s rostlinami docha´z´ı k velmi rychle´mu
rozsˇ´ıˇren´ı tohoto organismu hluboko do pletiv korˇene, cozˇ je pro nepatogenn´ı druh
poneˇkud neobvykle´ – nepatogenn´ı druhy se veˇtsˇinou rozsˇ´ıˇr´ı pouze do jeho povrchovy´ch
struktur[15]. Toto prˇekotne´ obsazen´ı pletiv korˇene prˇitom prob´ıha´ bez vneˇjˇs´ıch pro-
jev˚u, a rostliny prˇi neˇm nejsou nijak posˇkozeny. Po asi 14 h od inokulace rostliny or-
ganismem Pythium oligandrum naopak docha´z´ı k postupny´m zmeˇna´m ve strukturˇe
a k na´sledne´ degeneraci buneˇk oomycety za soucˇasne´ho vzniku oogoni´ı[12]. Tento
na´hly´ rozpad buneˇcˇny´ch struktur oomycety je nejsp´ıˇs zaprˇ´ıcˇineˇn rozpozna´n´ım oomy-
cety jakozˇto potencia´ln´ıho patogena, nebot’ beˇhem interakce rostliny s organismem
Pythium oligandrum docha´z´ı k vybuzen´ı obranny´ch rostlinny´ch reakc´ı, mezi ktere´ lze
zarˇadit indukci fenylpropanoidn´ı a terpenoidn´ı metabolicke´ dra´hy cˇi naprˇ´ıklad loka´ln´ı
zesilova´n´ı buneˇcˇne´ steˇny[12].
Vlivem interakce s oomycetou nav´ıc docha´z´ı k vybuzen´ı rezistence rostliny
(tzv.
”
priming“), kdy rostlina doka´zˇe rychleji a s veˇtsˇ´ı intenzitou reagovat na prˇ´ıpadne´
napaden´ı patogenem. Naprˇ´ıklad prˇi napaden´ı rajcˇete patogenn´ım organismem Fusa-
rium oxysporum f.sp. lycopersici (po osˇetrˇen´ı rostliny oomycetou Pythium oligandrum)
docha´z´ı k loka´ln´ımu zesilova´n´ı buneˇcˇne´ steˇny, ktere´ zabranˇuje patogenn´ımu organismu
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v postupu. Da´le docha´z´ı take´ k synte´ze fytoalexin˚u a protein˚u spojeny´ch s patogenez´ı
(PR proteiny) (naprˇ. hydrolyticky´ch enzymu˚ chitinasy a endo-1,3-β-glukanasy), ktere´
pravdeˇpodobneˇ zp˚usobuj´ı degradaci patogena[12]. Indukovana´ rezistence byla pozo-
rova´na rovneˇzˇ prˇi interakci osˇetrˇene´ho rajcˇete s organismem Botrytis cinerea. V tomto
prˇ´ıpadeˇ byly opeˇt syntetizova´ny PR proteiny, avsˇak k jejich synte´ze dosˇlo pouze v lis-
tech, ktere´ byly prˇ´ımo napadeny patogenem[15].
Za indukci rezistence rostliny po osˇetrˇen´ı oomycetou Pythium oligandrum mohou
pravdeˇpodobneˇ minima´lneˇ dva typy elicitor˚u (elicitor viz kap. 1.1, str. 1), konkre´tneˇ
se jedna´ o protein oligandrin (viz kap. 1.5.1, str. 11) a o glykoproteiny buneˇcˇne´ steˇny
POD-1, POD-2 [12]. Stejneˇ jako oligandrin, obsahuj´ı glykoproteiny POD-1, POD-2
ve sve´ strukturˇe elicitinovou dome´nu (elicitiny viz kap. 1.5, str. 7). Jejich rozezna´n´ım
docha´z´ı v rostlina´ch k aktivaci jasmona´tove´ signa´ln´ı dra´hy a k synte´ze ethylenu. Ak-
tivace drah pote´ vyvola´ regulaci genove´ exprese, a na´slednou synte´zu fytoalexin˚u,
PR protein˚u[13].
Interakce rostlin s organismem Pythium oligandrum neprosp´ıva´ rostlina´m pouze
d´ıky indukci rezistence, ale docha´z´ı rovneˇzˇ k podporˇe rostlin v r˚ustu. Podpora v r˚ustu
je zp˚usobena schopnost´ı oomycety syntetizovat prekurzor rostlinny´ch hormon˚u au-
xin˚u, tryptamin. Organismus je schopen jej syntetizovat pomoc´ı tryptaminove´ dra´hy
z prekurzor˚u tryptofanu, ktery´ je sekretova´n neˇktery´mi rostlinami do rhizosfe´ry, a in-
dol-3-acetaldehydu. Na rozd´ıl od patogenn´ıho druhu Pythium ultimum nedovede Py-
thium oligandrum vznikly´ tryptamin prˇeve´st na kyselinu indol-3-octovou (auxin)[12,
17]. Rostliny vsˇak dovedou syntetizovany´ tryptamin korˇeny prˇij´ımat. Pravidelne´ a n´ızke´
da´vky te´to la´tky pak nejsp´ıˇs v rostlina´ch indukuj´ı synte´zu auxinu, ktery´ zp˚usobuje roz-
voj korˇenove´ho syste´mu rostliny, vcˇetneˇ tvorby sekunda´rn´ıch korˇen˚u[17].
1.5 Elicitiny
Neˇkterˇ´ı za´stupci kmene Oomycota, konkre´tneˇ se jedna´ o rody Phytophthora a Pythium,
sekretuj´ı do sve´ho okol´ı proteiny s n´ızkou molekulovou hmotnost´ı (cca 10 kDa), ktere´
maj´ı vlastnosti elicitor˚u, tedy jsou schopny vyvolat silnou obrannou reakci zasazˇeny´ch
rostlin. Mnoho elicitin˚u vyvola´ v rostlina´ch (naprˇ´ıklad v rostlineˇ taba´ku Nicotiana ta-
bacum) silnou obrannou reakci, ktera´ vyu´st´ı azˇ v HR[7, 19]. Kromeˇ samotne´ho spusˇteˇn´ı
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obranne´ reakce elicitiny umozˇnˇuj´ı rostlina´m z´ıskat syste´movou rezistenci[20].
Obranna´ reakce (viz obra´zek 3, str. 9) je naprˇ´ıklad u rostliny Solanum micro-
dontum (druh divoky´ch brambor) zaha´jena rozpozna´n´ım elicitinu pomoc´ı receptoru
ELR va´zane´ho na buneˇcˇne´ membra´neˇ. Aktivac´ı tohoto receptoru (a jeho koreceptor˚u
BAK1/SERK3 a SOBIR1) docha´z´ı k otevrˇen´ı Ca2+ iontovy´ch kana´l˚u, ktere´ vede k akti-
vaci NADPH oxidasy, jezˇ pote´ katalyzuje tvorbu reaktivn´ıch forem kysl´ıku (ROS) – nas-
ta´va´ pocˇa´tecˇn´ı oxidacˇn´ı vzplanut´ı. Da´le docha´z´ı aktivac´ı receptoru take´ k spusˇteˇn´ı
signalizacˇn´ı kaska´dy (MAPK kaska´da), ktera´ vede k regulaci transkripce, k zvy´sˇene´
synte´ze NADPH oxidasy, a tedy k dalˇs´ı tvorbeˇ reaktivn´ıch forem kysl´ıku a na´sledne´
hypersenzitivn´ı reakci – nasta´va´ pozdn´ı oxidacˇn´ı vzplanut´ı. Zda v rostlineˇ dojde k vy-
vola´n´ı HR je vsˇak druhoveˇ specificka´ za´lezˇitost, proto k spusˇteˇn´ı hypersenzitivn´ı reakce
nedocha´z´ı vzˇdy[19].
Dalˇs´ı pozoruhodnou vlastnost´ı elicitin˚u, kromeˇ schopnosti vyvolat obrannou reakci
rostlin, je jejich schopnost va´zat steroly a prˇena´sˇet je prˇes buneˇcˇne´ membra´ny. Neˇktere´
druhy rod˚u Phytophthora a Pythium nedovedou syntetizovat steroly, ktere´ jsou ne-
zbytne´ pro jejich vy´voj, a jsou tedy za´visle´ na extern´ım zdroji[21]. K vychyta´va´n´ı
sterol˚u z okol´ı teˇmto oomyceta´m slouzˇ´ı tzv. Ω-smycˇka, ktera´ je soucˇa´st´ı konzervovane´
elicitinove´ dome´ny[19].
Aminokyselinove´ sekvence konzervovany´ch dome´n vybrany´ch elicitin˚u a elicitin˚um
podobny´ch protein˚u jsou porovna´ny na obra´zku 4b na straneˇ 10. Z obra´zku je patrne´,
zˇe v prima´rn´ı strukturˇe teˇchto dome´n se nacha´z´ı sˇest konzervovany´ch cysteinylovy´ch
zbytk˚u. Tyto zbytky mezi sebou vytva´rˇ´ı trˇi disulfidove´ mu˚stky (mezi prvn´ım a pa´ty´m;
druhy´m a cˇtvrty´m; trˇet´ım a sˇesty´m cysteinylovy´m zbytkem), ktere´ stabilizuj´ı prosto-
rove´ usporˇa´da´n´ı elicitinove´ dome´ny, skla´daj´ıc´ı se prˇeva´zˇneˇ z α-helix˚u (viz prostorove´
usporˇa´da´n´ı β-kryptogeinu, obra´zek 4a, str. 10)[19, 22]. Mezi druhy´m a cˇtvrty´m cys-
teinylovy´m zbytkem, tedy prˇeva´zˇneˇ v mı´steˇ Ω-smycˇky, se nacha´z´ı nejv´ıce konzervo-
vana´ cˇa´st elicitinove´ dome´ny[22]. Pra´veˇ Ω-smycˇka byla p˚uvodneˇ povazˇova´na za oblast
zodpoveˇdnou za vyvola´va´n´ı obranny´ch reakc´ı rostlin vlivem va´za´n´ı sterol˚u, a tedy
narusˇova´n´ı membra´n. V pozdeˇjˇs´ıch experimentech se vsˇak uka´zalo, zˇe obranne´ reakce
vyvola´vaj´ı i mutacemi upravene´ elicitiny, ktere´ postra´daj´ı schopnost va´zat steroly[19].
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Elicitinovou dome´nu sd´ılej´ı spolu s elicitiny take´ elicitin˚um podobne´ proteiny, ktere´
jsou rovneˇzˇ sekretova´ny za´stupci kmene Oomycota a ktere´ maj´ı s elicitiny mnoho
spolecˇny´ch vlastnost´ı (naprˇ. velikost, schopnost vyvolat obrannou reakci rostlin), jejich
aminokyselinova´ sekvence je vsˇak v´ıce variabiln´ı[22].
Obra´zek 3: Obranna´ reakce v rostlineˇ Solanum microdontum. Nava´za´n´ım eli-
citin˚u na membra´novy´ receptor ELR, docha´z´ı k aktivaci receptoru a jeho koreceptor˚u
(BAK1/SERK3, SOBIR1), cozˇ vyvola´ jednak otevrˇen´ı Ca2+ iontovy´ch kana´l˚u, jed-
nak aktivaci MAPK kaska´dy. Otevrˇen´ı iontovy´ch kana´l˚u zp˚usobuje vtok Ca2+ iont˚u,
ktere´ aktivuj´ı membra´noveˇ va´zane´ NADPH oxidasy (RBOHA, RBOHB). Docha´z´ı
k tvorbeˇ reaktivn´ıch forem kysl´ıku (ROS) – k pocˇa´tecˇn´ımu oxidacˇn´ımu vzplanut´ı. Ak-
tivace MAPK kaska´dy zp˚usobuje regulaci transkripce (regulace exprese genu rbohb po-
moc´ı transkripcˇn´ıch faktor˚u WRKY – W7, W8, W9, W11), na´sledne´ zvy´sˇen´ı synte´zy
NADPH oxidasy (RBOHB) a tvorbu dalˇs´ıch reaktivn´ıch forem kysl´ıku (ROS). Docha´z´ı
k pozdn´ımu oxidacˇn´ımu vzplanut´ı, ktere´ v mnohy´ch prˇ´ıpadech vede k HR a k buneˇcˇne´
smrti. Neˇktere´ druhy oomycet produkuj´ı la´tky, tzv. efektory (E), ktere´ zabranˇuj´ı
buneˇcˇne´ smrti. Prˇevzato z [19] a upraveno.
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(a)
(b)
Obra´zek 4: Struktura elicitinu β-kryptogeinu a porovna´n´ı aminokyselinovy´ch
sekvenc´ı konzervovane´ dome´ny elicitin˚u (elicitin˚um podobny´ch protein˚u).
(a) Struktura β-kryptogeinu (PDBI¯D: 1BEO), elicitinu pocha´zej´ıc´ıho z oomycety Phy-
tophthora cryptogea. (b) Porovna´n´ı aminokyselinovy´ch sekvenc´ı neˇkolika vybrany´ch
elicitin˚u (elicitin˚um podobny´ch protein˚u) pocha´zej´ıc´ıch z rodu Phytophthora (β-CRY,
β-CIN, INF1, INF2A) a z rodu Pythium (VEX1, VEX2, OLI-D1, OLI-D2). Da´le je
zde zobrazen rozvinuty´ strukturn´ı model elicitinu β-kryptogeinu. Sˇede´ cˇa´ry nad mo-
delem zna´zornˇuj´ı disulfidove´ mu˚stky. Na obra´zku je patrna´ Ω-smycˇka va´zaj´ıc´ı steroly.
Barevne´ proveden´ı 3D modelu β-kryptogeinu odpov´ıda´ barveˇ rozvinute´ho strukturn´ıho
modelu zobrazene´ho nad aminokyselinovy´mi sekvencemi. Prˇevzato z [19] a upraveno.
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1.5.1 Oligandrin
Jedn´ım z elicitin˚um podobny´ch protein˚u je oligandrin. Tento protein s n´ızkou moleku-
lovou hmotnost´ı (cca 10 kDa) je sekretova´n oomycetou Pythium oligandrum (viz kapi-
tola 1.4, str. 4). Jeho pozoruhodnou vlastnost´ı je schopnost indukovat obranny´ syste´m
rostlin, anizˇ by zp˚usobil hypersenzitivn´ı reakci[20].
V experimentu skupiny K. Picard, ve ktere´m byly rostliny rajcˇete (Lycopersicon
esculentum) osˇetrˇeny oligandrinem a na´sledneˇ inokulova´ny patogenn´ım organismem
Phytophthora parasitica, dosˇlo k vy´znamne´mu sn´ızˇen´ı za´vazˇnosti vznikle´ho onemocneˇn´ı
a k sn´ızˇen´ı u´mrtnosti osˇetrˇeny´ch rostlin v porovna´n´ı s kontroln´ımi neosˇetrˇeny´mi rost-
linami. V osˇetrˇeny´ch rostlina´ch rajcˇat dosˇlo k navozen´ı obranny´ch reakc´ı spocˇ´ıvaj´ıc´ıch
mimo jine´ v loka´ln´ımu zes´ılen´ı buneˇcˇne´ steˇny v mı´stech potencia´ln´ı penetrace patogena,
vyplneˇn´ı mezibuneˇcˇny´ch prostor cˇi neˇktery´ch napadeny´ch buneˇk amorfn´ı hmotou[20].
2 C´ıl
V te´to bakala´rˇske´ pra´ci byly studova´ny vlastnosti protein˚u sekretovany´ch oomycetou
Pythium oligandrum M1. C´ılem pra´ce bylo :
1. Zjistit, zda po rozpusˇteˇn´ı – aktivaci – komercˇn´ıho prˇ´ıpravku Polyversum-Bio-
garden budou meˇrˇitelne´ aktivity hydrolyticky´ch enzymu˚ celulasy (EC 3.2.1.4),
chitinasy (EC 3.2.1.14), endo-1,3-β-glukanasy (EC 3.2.1.6) a proteolyticka´ akti-
vita.
2. Zjistit pH za´vislost proteas sekretovany´ch oomycetou Pythium oligandrum M1
a vliv denaturacˇn´ıch cˇinidel na stabilitu sekretovany´ch proteas.
3 Materia´l a metody
3.1 Chemika´lie
 akrylamid; Sigma-Aldrich; USA
 azokasein; Sigma-Aldrich; USA
 1,4-dithiotreitol (DTT); Sigma-Aldrich; USA
 dodecyls´ıran sodny´; Sigma-Aldrich; USA
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 dodekahydra´t s´ıranu amonno-zˇelezite´ho; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 dusicˇnan strˇ´ıbrny´; Lachema; Cˇeska´ republika
 ethanol; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 Folin-Ciocaˆlteuovo fenolove´ reagens; Dr. Kulich Pharma; Cˇeska´ republika
 formaldehyd; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 glycin; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 hoveˇz´ı se´rovy´ albumin (BSA); Sigma-Aldrich; USA
 hydrogenfosforecˇnan sodny´; Lachema; Cˇeska´ republika
 hydroxid sodny´; Lachema; Cˇeska´ republika
 chitin; Sigma-Aldrich; USA
 kyselina citronova´; Lachema; Cˇeska´ republika
 kyselina chlorovod´ıkova´; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 kyselina 3-(N’-morfolino)propansulfonova´ (MOPS); Sigma-Aldrich; USA
 kyselina octova´; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 kyselina sulfanilova´; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 kyselina trichloroctova´; Avondale laboratories; Velka´ Brita´nie
 laminarin; Sigma-Aldrich; USA
 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon hydrochlorid, monohydra´t (MBTH);
Sigma-Aldrich; USA
 methylcelulosa; Sigma-Aldrich; USA
 N, N’-methylenbisakrylamid; Sigma-Aldrich; USA
 my´dlo tekute´, zn. ISANA, varianty
”
Specia´l“,
”
Mango a pomerancˇ“;
Dirk Rossmann GmbH; Neˇmecko
 my´dlo tuhe´, zn. Palmolive, varianta
”
Mle´ko a okveˇtn´ı l´ıstky r˚uzˇe“; Colgate-Pal-
molive; USA
 ovomukoid; vyroben na pracoviˇsti
 peroxodis´ıran amonny´; Sigma-Aldrich; USA
 s´ıran meˇd’naty´, pentahydra´t; Lach-Ner, s.r.o.; Cˇeska´ republika
 standard molekulove´ hmotnosti pro SDS-PAGE, Protein Test Mixture 5;
SERVA Electrophoresis GmbH; Neˇmecko
 N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin (TEMED); Sigma-Aldrich; USA
 thios´ıran sodny´; Lachema; Cˇeska´ republika
 tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris); Fluka Biochemika; Cˇeska´ republika
 trypsin (EC 3.4.21.4); Sigma-Aldrich; USA
 L-tyrosin; Sigma-Aldrich; USA
 uhlicˇitan sodny´; Lachema; Cˇeska´ republika
 uhlicˇitan va´penaty´; Lachema; Cˇeska´ republika
 vinan sodny´, dihydra´t; Lachema; Cˇeska´ republika
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3.2 Enzymove´ prepara´ty
V prvn´ı cˇa´sti pra´ce byla provedena enzymova´ analy´za v komercˇn´ım prˇ´ıpravku biologicke´
ochrany rostlin s obsahem oomycety Pythium oligandrum M1, Polyversum-Biogarden,
vyra´beˇne´ho spolecˇnost´ı Bioprepara´ty, spol. s r. o.
Ve druhe´ cˇa´sti pra´ce byla meˇrˇen´ı prova´deˇna v roztoc´ıch protein˚u sekretovany´ch oo-
mycetou Pythium oligandrum M1. Tyto prepara´ty byly jizˇ drˇ´ıve vyuzˇity v experimen-
tech, ktere´ byly soucˇa´st´ı projektu cˇ. FV10735 Ministerstva pr˚umyslu a obchodu CˇR[23].
3.3 Pomu˚cky a prˇ´ıstroje
 analyticke´ va´hy XE-100A; Denver Instrument; USA
 aparatura na gelovou elektrofore´zu; Biometra®; Neˇmecko
 centrifuga UNIVERSAL 32 R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG; Neˇmecko
 laboratorn´ı va´hy 440-45; KERN®; Neˇmecko
 prosveˇtlovac´ı pult Kaiser prolite basic; Kaiser Fototechnik GmbH & Co. KG;
Neˇmecko
 pH metr UltraBasic, model UB-10; Denver Instrument; USA
 sn´ımacˇ absorbance ST Sunrise Remote; Tecan Group Ltd.; Sˇvy´carsko
 spektrofotometr Multiskan® GO; Thermo Fisher Scientific Oy; Finsko
 termostat Elite Dry Bath Incubator, modely EL-01 a EL-02; Major Science; USA
 trˇepacˇka orbita´ln´ı ES-60, MIUlab; Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd.; Cˇ´ına
3.4 Metody
Pokud nen´ı uvedeno jinak, byly vsˇechny roztoky prˇipraveny rozpusˇteˇn´ım dany´ch la´tek
v deionizovane´ vodeˇ. Laboratorn´ı teplota se pohybovala v rozmez´ı 20 a 23 ◦C.
3.4.1 Aktivace P. oligandrum v prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden
Prˇ´ıpravek Polyversum-Biogarden spolecˇnosti Bioprepara´ty, spol. s r. o. je biologicky´
fungicid, jehozˇ u´cˇinnou slozˇkou je mikroorganismus Pythium oligandrum M1, ktery´ se
v prˇ´ıpravku nacha´z´ı ve formeˇ oospor (1× 106 g−1)[24].
Podle na´vodu uvedene´ho v prˇ´ıbalove´ informaci k produktu je nezbytne´ prˇed aplikac´ı
vytvorˇit 0,05% (w/v) suspenzi prˇ´ıpravku ve vodeˇ. Po jej´ım promı´cha´n´ı je nutne´ nechat
suspenzi 30min sta´t, aby dosˇlo k aktivaci mikroorganismu[24].
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Pro potrˇeby experimentu byla prˇipravena suspenze prˇ´ıpravku Polyversum-Biogar-
den o koncentraci 5% (w/v) rozmı´cha´n´ım 1 g prˇ´ıpravku v 20ml deionizovane´ vody.
Takto prˇipravena´ suspenze byla inkubova´na prˇi 25 ◦C. V cˇasech 0, 1, 3, 6, 12, 24,
48, 72 a 144 h byl pomoc´ı pipety s ustrˇizˇenou sˇpicˇkou odebra´n 1ml suspenze a ihned
centrifugova´n 15min prˇi 17 000 × g a teploteˇ 4 ◦C. Supernatant byl prˇenesen do cˇiste´
mikrozkumavky a uchova´n v lednici prˇi 5 ◦C.
3.4.2 Stanoven´ı aktivity endo-1,3-β-glukanasy
K stanoven´ı aktivity endo-1,3-β-glukanasy (EC 3.2.1.6) se vyuzˇ´ıva´ jej´ı schopnosti spe-
cificky sˇteˇpit β(1→3) vazby substra´tu laminarinu za vzniku kratsˇ´ıch redukuj´ıc´ıch sa-
charid˚u. Noveˇ vznikle´ redukuj´ıc´ı sacharidy mohou by´t kvantitativneˇ stanoveny pomoc´ı
na´sledny´ch reakc´ı s MBTH a ionty zˇeleza. Fina´ln´ım produktem teˇchto reakc´ı je syteˇ
modra´ sloucˇenina s maximem absorbance v okol´ı 620 nm, kterou je mozˇno stanovit
spektrofotometricky. Mı´ra zabarven´ı produktu je za´visla´ na mnozˇstv´ı vznikly´ch redu-
kuj´ıc´ıch –OH skupin, a tedy na aktiviteˇ endo-1,3-β-glukanasy[25].
Reakcˇn´ı smeˇs pro stanoven´ı aktivity endo-1,3-β-glukanasy byla prˇipravena smı´sen´ım
20µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0 s 12 µl 1,6mgml−1 laminarinu a s 8 µl en-
zymove´ho prepara´tu. Enzymova´ reakce prob´ıhala prˇi 37 ◦C po dobu 60min (u pre-
para´t˚u prˇipraveny´ch aktivac´ı prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden) nebo 90min a byla
zastavena prˇida´n´ım 40µl 0,5M NaOH. Pote´ bylo prˇida´no 40µl smeˇsi MBTH a DTT,
ktera´ byla prˇipravena smı´sen´ım 3mgml−1 MBTH s 1mgml−1 DTT v pomeˇru 1:1.
Na´sledneˇ byly zkumavky inkubova´ny 15min prˇi 80 ◦C. Po vyjmut´ı z blokove´ho ter-
mostatu bylo ke smeˇsi prˇida´no 80µl cˇinidla slozˇene´ho z 0,5% FeNH4(SO4)2 · 12H2O;
0,5% kyseliny sulfanilove´ a 0,25M HCl. Nakonec byla zmeˇrˇena absorbance prˇi 630 nm.
Slepy´ pokus byl prˇipraven prˇednostn´ım smı´sen´ım 8µl enzymove´ho prepara´tu s 40µl
0,5M NaOH, po neˇmzˇ na´sledovala inkubace 30min prˇi 80 ◦C. Pote´ byly prˇida´ny zbyle´
slozˇky smeˇsi, nakonec byla zmeˇrˇena absorbance prˇi 630 nm.
Kalibrace byla provedena nahrazen´ım roztok˚u substra´tu a enzymove´ho prepara´tu
20µl roztok˚u glukosy o koncentrac´ıch 0,05–2mM, tedy v rozsahu la´tkove´ho mnozˇstv´ı
glukosy 1–40 nmol. Ze zmeˇrˇeny´ch absorbanc´ı prˇi 630 nm byla zjiˇsteˇna smeˇrnice ka-
libracˇn´ı prˇ´ımky, pomoc´ı ktere´ byly prˇevedeny hodnoty absorbanc´ı jednotlivy´ch stano-
ven´ı na ekvivalenty zvolene´ho standardu.
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3.4.3 Stanoven´ı aktivity celulasy
Aktivita celulasy (EC 3.2.1.4) byla stanovena na za´kladeˇ jej´ı schopnosti specificky
sˇteˇpit vazbu β(1→4) prˇ´ıslusˇne´ho substra´tu, tj. methylcelulosy. Reakcˇn´ı smeˇs se skla´dala
z 20 µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0; 12 µl 1,6mgml−1 methylcelulosy a 8 µl en-
zymove´ho prepara´tu. Reakce prob´ıhala 60min prˇi 37 ◦C a byla zastavena prˇida´n´ım
40µl 0,5M NaOH. Na´sledny´ postup kvantitativn´ıho stanoven´ı redukuj´ıc´ıch sacharid˚u
vznikly´ch sˇteˇpen´ım methylcelulosy, stejneˇ jako prˇ´ıprava slepe´ho pokusu a proveden´ı
kalibrace jsou shodne´ s postupem v kapitole 3.4.2, na straneˇ 14.
3.4.4 Stanoven´ı aktivity chitinasy
K stanoven´ı aktivity chitinasy (EC 3.2.1.14) byla vyuzˇita jej´ı schopnost specificky sˇteˇpit
β(1→4) vazby chitinu, polysacharidu slozˇene´ho z monomer˚u N-acetyl-D-glukosaminu,
za vzniku redukuj´ıc´ıch sacharid˚u. Reakce byla zaha´jena prˇida´n´ım 8µl enzymove´ho pre-
para´tu k smeˇsi 20 µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0 a 12µl 1,6mgml−1 chitinu.
Reakce prob´ıhala 60min prˇi 37 ◦C, pote´ byla zastavena prˇida´n´ım 40 µl 0,5M NaOH.
Na´sledne´ kvantitativn´ı stanoven´ı redukuj´ıc´ıch sacharid˚u, tvorba slepe´ho pokusu a ka-
librace byly shodne´ s postupem popsany´m v kapitole 3.4.2, na straneˇ 14.
3.4.5 Stanoven´ı aktivity proteas
K stanoven´ı aktivity proteas bylo vyuzˇito hydroly´zy barevne´ho substra´tu azokaseinu
podle principu popsane´ho v [26]. 50 µl 2,5% (w/v) azokaseinu bylo smı´seno s 25µl
100mM pufru MOPS-NaOH, pH 7,0 nebo pH 5,0. Na´sledny´m prˇida´n´ım 25µl enzy-
move´ho prepara´tu byla zaha´jena enzymova´ reakce, ktera´ prob´ıhala 60min prˇi 37 ◦C.
Reakce byla zastavena prˇida´n´ım 250µl 5% trichloroctove´ kyseliny. Pote´ byla smeˇs cen-
trifugova´na po dobu 10min prˇi 7400× g prˇi 4 ◦C. K 100 µl supernatantu bylo prˇida´no
100µl 2M NaOH. Nakonec byla zmeˇrˇena absorbance prˇi vlnove´ de´lce 450 nm. Ob-
dobny´m postupem byl proveden slepy´ pokus. Kyselina trichloroctova´ vsˇak byla vnesena
do reakcˇn´ı smeˇsi prˇed prˇida´n´ım enzymove´ho prepara´tu.
Kalibrace byla provedena smı´sen´ım 100µl roztoku azokaseinu v koncentracˇn´ım roz-
sahu 0,05–3,1mgml−1 (tedy v rozsahu la´tkove´ho mnozˇstv´ı 0,2–13,1 nmol) se 100µl
2M NaOH a na´sledny´m zmeˇrˇen´ım absorbance prˇi 450 nm. Smeˇrnice z´ıskana´ z te´to
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za´vislosti byla vyuzˇita pro prˇevod hodnot absorbanc´ı jednotlivy´ch stanoven´ı na ekvi-
valenty zvolene´ho standardu.
3.4.6 Stanoven´ı inhibitor˚u proteas v prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden
Bylo provedeno meˇrˇen´ı vlivu prepara´t˚u aktivovane´ho Polyversum-Biogarden na seri-
novou proteasu trypsin (EC 3.4.21.4), a to ve dvou varianta´ch. V prvn´ım prˇ´ıpadeˇ se
reakcˇn´ı smeˇs skla´dala z 50µl 2,5% (w/v) azokaseinu; 25µl 100mM pufru MOPS-NaOH,
pH 7,0; 15 µl testovane´ho prepara´tu a 10µl 0,1% (w/v) trypsinu. V druhe´m prˇ´ıpadeˇ
byla slozˇena z 50µl 2,5% (w/v) azokaseinu jizˇ rozpusˇteˇne´ho v 100mM pufru
MOPS-NaOH, pH 7,0; z 40 µl testovane´ho prepara´tu a z 10 µl 0,1% (w/v) trypsinu.
V obou prˇ´ıpadech byla reakce zaha´jena prˇida´n´ım trypsinu a prob´ıhala 10min prˇi 37 ◦C.
Zastaven´ı reakce a na´sledne´ kroky (te´zˇ kalibrace) byly jizˇ shodne´ s postupem popsany´m
v kapitole 3.4.5 na straneˇ 15. Slepy´ vzorek byl vytvorˇen prˇida´n´ım kyseliny trichloroc-
tove´ prˇed vnesen´ım testovane´ho prepara´tu a trypsinu.
3.4.7 Stanoven´ı pH optima proteas
K stanoven´ı pH optima proteas byla vyuzˇita metoda hydroly´zy kaseinu v prostrˇed´ı
McIlvainovy´ch (citra´t-fosfa´tovy´ch) pufr˚u, jejichzˇ slozˇen´ı je uvedeno v tabulce 1
na straneˇ 17. Reakcˇn´ı smeˇs obsahovala 60 µl 5% (w/v) kaseinu a 60 µl McIlvai-
nova (citra´t-fosfa´tove´ho) pufru, pH 5,0–8,0. Reakce byla zaha´jena prˇida´n´ım 30 µl en-
zymove´ho prepara´tu a prob´ıhala 60min prˇi 37 ◦C. Zastavena byla prˇida´n´ım 125µl
20% (v/v) kyseliny trichloroctove´. Pote´ byla smeˇs 10min centrifugova´na prˇi 7400× g
a 4 ◦C. Na´sledneˇ bylo smı´seno 50µl supernatantu se 125µl 6% (w/v) Na2CO3 a s 25 µl
25% (v/v) Folin-Ciocaˆlteuova cˇinidla. Po 30min inkubaci prˇi laboratorn´ı teploteˇ byla
zmeˇrˇena absorbance prˇi 750 nm. Pro vytvorˇen´ı slepe´ho pokusu byla kyselina trichlo-
roctova´ vnesena do reakcˇn´ı smeˇsi prˇed prˇida´n´ım enzymove´ho prepara´tu.
Pro vytvorˇen´ı kalibrace (upraveno podle [28]) byl supernatant nahrazen 50µl roz-
toku L-tyrosinu tak, aby se la´tkove´ mnozˇstv´ı tyrosinu ve smeˇs´ıch pohybovalo v rozsahu
1,4–22 nmol. Z´ıskana´ kalibracˇn´ı za´vislost absorbance prˇi 750 nm na la´tkove´m mnozˇstv´ı
L-tyrosinu byla vyuzˇita pro prˇevod hodnot absorbanc´ı jednotlivy´ch stanoven´ı na ekvi-
valenty zvolene´ho standardu.
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Tabulka 1: Slozˇen´ı McIlvainovy´ch pufr˚u[27]. Vy´sledna´ hodnota pH byla doc´ılena
pomoc´ı 0,5M NaOH.
pH
0,1M kyselina citronova´ 0,2M Na2HPO4
(ml) (ml)
5,0 3,90 4,10
5,5 3,50 4,60
6,0 2,90 5,10
6,5 2,30 5,70
7,0 1,40 6,60
8,0 0,20 7,80
3.4.8 Inhibice proteas ovomukoidem
Ovomukoid byl testova´n jako mozˇny´ inhibitor sekretovany´ch proteas upravenou me-
todou podle [27]. Reakcˇn´ı smeˇs obsahovala 50 µl roztoku azokaseinu o koncentraci
0,5% (w/v) nebo 2,5% (w/v); 25 µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 7,0 a 15 µl roz-
toku ovomukoidu v rozsahu koncentrac´ı 0,04–2,8% (w/v). Pro vytvorˇen´ı kontroly byl
roztok ovomukoidu nahrazen 15µl vody. Reakce byla zaha´jena prˇida´n´ım 10 µl en-
zymove´ho prepara´tu a prob´ıhala 30min prˇi 37 ◦C. Zastavena byla prˇida´n´ım 250 µl
5% (v/v) kyseliny trichloroctove´. V prˇ´ıpadeˇ slepe´ho pokusu byla kyselina trichloroc-
tova´ prˇida´na prˇed prˇida´n´ım enzymove´ho prepara´tu. Na´sledne´ kvantitativn´ı stanoven´ı
a kalibrace byly shodne´ s postupem uvedeny´m v kapitole 3.4.5 na straneˇ 15.
3.4.9 Meˇrˇen´ı stability enzymu˚ ovlivneˇny´ch vybrany´mi cˇinidly
Byla testova´na stabilita sekretovany´ch enzymu˚ v prostrˇed´ı cˇinidel, jako jsou SDS,
mocˇovina cˇi hydroxid sodny´. Enzymove´ prepara´ty byly inkubova´ny v r˚uzneˇ koncen-
trovany´ch roztoc´ıch teˇchto cˇinidel prˇi laboratorn´ı teploteˇ po stanovenou dobu. Kom-
pletn´ı seznam pouzˇity´ch cˇinidel, rozmez´ı jejich koncentrac´ı ve smeˇsi s enzymovy´m pre-
para´tem a doba inkubace cˇinidla s enzymovy´m prepara´tem jsou uvedeny v tabulce 2
na straneˇ 18. Pro vytvorˇen´ı kontrol byly enzymove´ prepara´ty inkubova´ny vzˇdy od-
pov´ıdaj´ıc´ı cˇas v deionizovane´ vodeˇ (bez prˇ´ıtomnosti cˇinidel).
Po inkubaci enzymove´ho prepara´tu v prˇ´ıtomnosti zmı´neˇny´ch cˇinidel po uvede-
nou dobu byla provedena vlastn´ı enzymova´ reakce. V prˇ´ıpadeˇ meˇrˇen´ı stability pro-
teas obsahovala reakcˇn´ı smeˇs vzˇdy 50 µl 2,5% (w/v) azokaseinu a 25µl 100mM pufru
MOPS–NaOH, pH 7,0. Reakce byla zaha´jena prˇida´n´ım 25µl smeˇsi enzymove´ho pre-
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Tabulka 2: Prˇehled pouzˇity´ch cˇinidel. V tabulce je uveden seznam cˇinidel, jejichzˇ
vliv na stabilitu sekretovany´ch enzymu˚ byl sledova´n. Da´le jsou zde uvedeny koncentrace
roztok˚u, ve ktery´ch byly inkubova´ny enzymove´ prepara´ty. Posledn´ı u´daj (t) uda´va´ cˇas
inkubace enzymove´ho prepara´tu v roztoku dane´ho cˇinidla. *Za´sobn´ı roztok tuhe´ho
my´dla byl prˇipraven nava´zˇen´ım 20,6 g my´dla do 40ml deionizovane´ vody. Po celodenn´ı
inkubaci prˇi laboratorn´ı teploteˇ byl roztok prˇefiltrova´n prˇes skla´dany´ filtracˇn´ı pap´ır.
Ve vznikle´m filtra´tu byla zmeˇrˇena hodnota pH = 8.
Cˇinidlo Koncentrace cˇinidla t (min)
Mocˇovina 1–8M 120
Tuhe´ my´dlo 50% (v/v) roztok* 120
SDS 0,5% a 1,0% (w/v) 120
NaOH 0,05M a 0,1M 120
Tekute´ my´dlo ISANA 25% (v/v) 30
Smeˇs SDS a NaOH
2,5–25mM NaOH 2,5–25mM NaOH
30
v 0,5% (w/v) SDS v 1,0% (w/v) SDS
Ethanol 10–48% (v/v) 30
para´tu s prˇ´ıslusˇny´m cˇinidlem a prob´ıhala vzˇdy 30min prˇi 37 ◦C. Pote´ byla zastavena
prˇida´n´ım 250µl 5% (v/v) kyseliny trichloroctove´. Na´sledny´ postup (vcˇetneˇ kalibrace)
byl jizˇ shodny´ s postupem popsany´m v kapitole 3.4.5 na straneˇ 15.
V prˇ´ıpadeˇ meˇrˇen´ı stability endo-1,3-β-glukanasy obsahovala reakcˇn´ı smeˇs 12 µl
1,6mgml−1 laminarinu a 20 µl 100mM pufru MOPS–NaOH, pH 5,0. Reakce byla
zaha´jena prˇida´n´ım 8µl smeˇsi enzymu a prˇ´ıslusˇne´ho cˇinidla. Reakce prob´ıhala 90min
a byla zastavena prˇida´n´ım 40µl 0,5M NaOH. Na´sledne´ kroky (vcˇetneˇ kalibrace) se jizˇ
shodovaly s postupem uvedeny´m v kapitole 3.4.2 na straneˇ 14.
3.4.10 Stanoven´ı protein˚u podle Lowryho
Celkove´ho mnozˇstv´ı rozpustny´ch protein˚u bylo stanoveno podle Lowryho[29]. Do ja-
mek mikrotitracˇn´ı desticˇky bylo pipetova´no vzˇdy 15µl roztoku protein˚u (roztoky stan-
dardu BSA nebo enzymove´ prepara´ty). Pote´ bylo prˇida´no 165µl roztoku C, ktery´ vznikl
smı´sen´ım padesa´ti d´ıl˚u roztoku A (2% (w/v) Na2CO3 v 0,1M NaOH) a jednoho d´ılu
roztoku B (0,5% (w/v) CuSO4 v 1% (w/v) vinanu sodne´m). Po 10min inkubaci bylo
k smeˇsi prˇida´no 20µl 50% (v/v) Folin-Ciocaˆlteuova fenolove´ho cˇinidla. Na´sledovala
30min inkubace, po ktere´ byla zmeˇrˇena absorbance prˇi 700 nm. Slepy´ pokus byl vy-
tvorˇen nahrazen´ım roztoku protein˚u deionizovanou vodou.
Koncentrace protein˚u v enzymovy´ch prepara´tech byla vypocˇtena z rovnice regresn´ı
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prˇ´ımky za´vislosti absorbance roztok˚u standardu (roztoky BSA v koncentracˇn´ım rozsahu
0,05–0,7mgml−1) prˇi 700 nm na jejich hmotnostn´ı koncentraci.
3.4.11 Elektroforeticka´ separace v prostrˇed´ı SDS
Byla provedena elektroforeticka´ separace protein˚u v polyakrylamidove´m gelu
v prostrˇed´ı SDS podle Laemmliho[30]. Pro separaci protein˚u byl pouzˇit zaostrˇovac´ı
gel s koncentrac´ı akrylamidu 4% (w/v) a separacˇn´ı gel s koncentrac´ı akrylamidu
15% (w/v).
Zaostrˇovac´ı gel byl prˇipraven smı´sen´ım 2,7ml vody; 670µl 30% (w/v) za´sobn´ıho
roztoku akrylamidove´ smeˇsi; 500µl 1M Tris-HCl, pH 6,8; 40µl 10% SDS; 4µl TEMED
a 40µl 10% peroxodis´ıranu amonne´ho. Separacˇn´ı gel obsahoval 3,4ml vody; 7,5ml
30% (w/v) za´sobn´ıho roztoku akrylamidove´ smeˇsi; 3,8ml 1,5M Tris-HCl, pH 8,8; 150µl
10% SDS; 6µl TEMED a 150 µl 10% peroxodis´ıranu amonne´ho. 30% (w/v) za´sobn´ı
roztok akrylamidove´ smeˇsi se skla´dal z 29,2% (w/v) akrylamidu a 0,8% (w/v)
N, N’-methylenbisakrylamidu.
Enzymove´ prepara´ty byly smı´seny se vzorkovy´m pufrem v pomeˇru 1:1 a smeˇs byla
na´sledneˇ povarˇena 5min ve vodn´ı la´zni. Vzorkovy´ pufr se skla´dal z 2,4ml vody; 2,6ml
0,5M pufru Tris-HCl, pH 6,8; 2ml glycerolu; 2ml 10% SDS; 0,5ml β-merkaptoethanolu
a 0,5ml 1% bromfenolove´ modrˇi.
Takto prˇipravene´ prepara´ty byly naneseny do jamek gelu ponorˇene´ho do elektro-
dove´ho pufru (pH 8,3), ktery´ byl slozˇen z 0,3% (w/v) Tris; 1,44% (w/v) glycinu
a 0,1% (w/v) SDS. Do jednotlivy´ch jamek bylo naneseno 5µg protein˚u. Pouzˇity´m
standardem molekulovy´ch hmotnost´ı byl prˇ´ıpravek ”Protein Test Mixture 5 for SDS
PAGE”, ktery´ pokry´va´ oblast 6,5–29 kDa. Elektroforeticka´ separace prob´ıhala nejdrˇ´ıve
prˇi 70V. Po prostoupen´ı prepara´t˚u do separacˇn´ıho gelu bylo napeˇt´ı zvy´sˇeno na 140V.
Po ukoncˇen´ı separace byly proteiny obarveny pomoc´ı dusicˇnanu strˇ´ıbrne´ho.
Nejdrˇ´ıve byl gel po dobu 1,5 h ponorˇen do fixacˇn´ıho roztoku (50% (v/v) etha-
nol; 12% (v/v) kyselina octova´; 0,05% formaldehyd), pote´ byl beˇhem 20min
dvakra´t propla´chnut promy´vac´ım roztokem (20% (v/v) ethanol) a dvakra´t vo-
dou. Da´le byl gel na 2min vlozˇen do cˇerstveˇ prˇipravene´ho senzitivizuj´ıc´ıho roztoku
(0,02% (w/v) Na2S2O3), pote´ byl dvakra´t promyt vodou. Na´sledovalo ponorˇen´ı do bar-
vic´ıho roztoku (0,2% (w/v) AgNO3; 0,076% (v/v) formaldehyd). Po obarven´ı byl
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gel kra´tce propla´chnut vodou. Vyv´ıjen´ı ve vyv´ıjec´ım roztoku (6% (w/v) Na2CO3;
0,0004% (w/v) Na2S2O3; 0,05% (v/v) formaldehyd), ktere´ prob´ıhalo po dobu asi
10min, bylo zastaveno prˇida´n´ım terminacˇn´ıho roztoku (12% (v/v) kyselina octova´).
Po porˇ´ızen´ı fotografiı byl gel prˇeveden do deionizovane´ vody.
4 Vy´sledky
V te´to pra´ci byly studova´ny neˇktere´ vlastnosti enzymu˚ sekretovany´ch oomycetou Py-
thium oligandrum. V prvn´ı cˇa´sti pra´ce byl sledova´n vy´voj aktivity vybrany´ch hydro-
lyticky´ch enzymu˚ a bylo meˇrˇeno mnozˇstv´ı rozpustny´ch protein˚u v aktivovane´m ko-
mercˇn´ım prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden v za´vislosti na dobeˇ jeho aktivace. V druhe´
cˇa´sti pra´ce byl studova´n vliv neˇktery´ch la´tek na aktivitu a stabilitu sekretovany´ch en-
zymu˚ v enzymovy´ch prepara´tech, ktere´ jsou soucˇa´st´ı projektu cˇ. FV10735 Ministerstva
pr˚umyslu a obchodu CˇR.
4.1 Enzymove´ aktivity v prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden
Prˇ´ıpravek Polyversum-Biogarden ma´ by´t dle pokyn˚u vy´robce prˇed pouzˇit´ım aktivova´n
rozmı´cha´n´ım ve vodeˇ a 30min inkubova´n[24]. V prvn´ı fa´zi experimentu byla prˇipravena
suspenze prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden o desetina´sobne´ koncentraci oproti po-
kyn˚um vy´robce, tedy 0,5% (w/v) suspenze[24]. I prˇes tuto za´meˇrneˇ vysˇsˇ´ı koncentraci
byly vsˇak nameˇrˇene´ enzymove´ aktivity v prˇ´ıpravku velmi n´ızke´. (Data nejsou uvedena.)
Z tohoto d˚uvodu byla prˇipravena suspenze prˇ´ıpravku se stona´sobnou (tj. 5% (w/v))
koncentrac´ı oproti doporucˇen´ı vy´robce. (Postup aktivace viz kapitola 3.4.1, str. 13.)
Na´sledneˇ byla v jednotlivy´ch enzymovy´ch prepara´tech (supernatantech po odstrˇedeˇn´ı
suspenze) zmeˇrˇena aktivita sekretovany´ch glykosidas a proteas. (Postup byl popsa´n
v kapitola´ch 3.4.2, 3.4.3, 3.4.4 a 3.4.5, str. 14–15.)
4.1.1 Aktivita glykosidas
Na obra´zku 5 na straneˇ 21 jsou uvedeny hodnoty specificky´ch aktivit nameˇrˇeny´ch v pre-
para´tech prˇipraveny´ch r˚uzneˇ dlouhou aktivac´ı prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden. (Akti-
vace viz kap. 3.4.1, str. 13.) Aktivity jsou vyja´drˇeny v ekvivalentech la´tkove´ho mnozˇstv´ı
20
redukuj´ıc´ıho sacharidu glukosy vztazˇeny´ch na jednotku cˇasu a mg rozpustny´ch pro-
tein˚u. (Obsah rozpustny´ch protein˚u viz kap. 4.1.3, str. 22.)
Jak je z obra´zku patrne´, v kra´tky´ch cˇasech aktivace prˇ´ıpravku, tj. 1 h a 3 h, byla
aktivita glykosidas srovnatelna´ s hodnotami v cˇase 0 h, tedy s aktivitou glykosidas
bez aktivace prˇ´ıpravku. Po sˇestihodinove´ aktivaci prˇ´ıpravku vsˇak dosˇlo k skokove´mu
na´r˚ustu aktivit vsˇech glykosidas, nejvysˇsˇ´ı na´r˚ust byl zaznamena´n u celulasy, nejnizˇsˇ´ı
u endo-1,3-β-glukanasy. Podobneˇ vysoky´ch hodnot dosahovaly aktivity glykosidas take´
v na´sleduj´ıc´ıch hodina´ch aktivace. V prepara´tech aktivovany´ch po dobu 48 h byl za-
znamena´n prudky´ pokles aktivity. I prˇes tento pokles vsˇak byly aktivity glykosidas
prˇiblizˇneˇ cˇtyrˇna´sobne´ oproti pocˇa´tecˇn´ım hodnota´m. Srovnatelny´ch hodnot dosahovaly
aktivity celulasy a chitinasy v prepara´tech aktivovany´ch 72 h, dalˇs´ı pokles nastal po ak-
tivaci trvaj´ıc´ı 144 h. Aktivita endo-1,3-β-glukanasy klesla po 144 h aktivaci k nule.
Obra´zek 5: Specificka´ aktivita glykosidas v prˇ´ıpravku Polyversum-Biogar-
den. Aktivita byla meˇrˇena v prepara´tech liˇs´ıc´ıch se dobou aktivace prˇ´ıpravku. Pre-
para´ty byly prˇipraveny z 5% (w/v) suspenze Polyversum-Biogarden v deionizovane´
vodeˇ, inkubovane´ prˇi 25 ◦C. Symboly: * - Aktivita enzymu klesla k nule.
4.1.2 Aktivita proteas
V prepara´tech aktivovane´ho prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden byly rovneˇzˇ meˇrˇeny ak-
tivity proteas podle postupu uvedene´ho v kapitole 3.4.5 na straneˇ 15. Jak je videˇt
na obra´zku 6 na straneˇ 23, aktivita proteas nebyla v neˇktery´ch prepara´tech v˚ubec
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meˇrˇitelna´. Nejvysˇsˇ´ı nameˇrˇenou hodnotou byla specificka´ aktivita prepara´tu aktivo-
vane´ho 24 h, ktera´ cˇinila prˇiblizˇneˇ 0,1 nmolmin−1mg−1.
Vzhledem k prakticky nulovy´m aktivita´m proteas v aktivovane´m prˇ´ıpravku Po-
lyversum-Biogarden byla vyslovena u´vaha, zˇe by se v neˇm mohly vyskytovat inhi-
bitory proteas. Za u´cˇelem otestova´n´ı tohoto prˇedpokladu byla, podle postupu uve-
dene´ho v kapitole 3.4.6 na straneˇ 16, vytvorˇena reakcˇn´ı smeˇs, ktera´ kromeˇ enzy-
movy´ch prepara´t˚u obsahovala serinovou proteasu trypsin (EC 3.4.21.4), jej´ızˇ aktivita by
mohla by´t prˇ´ıpadny´mi inhibitory negativneˇ ovlivneˇna. Jak ovsˇem vyply´va´ z obra´zku 7
na straneˇ 23, aktivita trypsinu byla ve vsˇech prˇ´ıpadech srovnatelna´ s kontrolou (tj. re-
akc´ı ve ktere´ byl enzymovy´ prepara´t nahrazen vodou). Prˇ´ıtomnost inhibitor˚u serinovy´ch
proteas mezi proteiny sekretovany´mi oomycetou Pythium oligandrum tedy nebyla po-
tvrzena.
Zobrazena´ data pocha´z´ı z druhe´ se´rie meˇrˇen´ı, ve ktere´ bylo mnozˇstv´ı enzymove´ho
prepara´tu vna´sˇene´ho do reakcˇn´ı smeˇsi navy´sˇeno na 40 µl. (Vy´sledky prvn´ıho meˇrˇen´ı,
prˇi ktere´m bylo do reakcˇn´ı smeˇsi vna´sˇeno pouze 15µl enzymove´ho prepara´tu, nejsou
uvedeny, nebot’ nameˇrˇene´ hodnoty byly obdobne´.)
4.1.3 Obsah protein˚u v aktivovane´m prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden
Na obra´zku 8 na straneˇ 25 jsou uvedeny koncentrace rozpustny´ch protein˚u v akti-
vovane´m prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden zmeˇrˇene´ podle postupu uvedene´ho v ka-
pitole 3.4.10 na straneˇ 18. Acˇkoliv byla koncentrace rozpustny´ch protein˚u v kon-
textu ostatn´ıch nameˇrˇeny´ch hodnot vysoka´ jizˇ na pocˇa´tku (tj. v prepara´tu, ktere´mu
nebyl ponecha´n cˇas k aktivaci – 0 h), je patrne´, zˇe beˇhem prvn´ıch trˇ´ı hodin akti-
vace mnozˇstv´ı rozpustny´ch protein˚u v prepara´tech pozvolna vzrostlo, a to prˇiblizˇneˇ
o 0,1mgml−1. Takto zvy´sˇena´ koncentrace protein˚u (prˇiblizˇneˇ 0,7mgml−1) byla
nameˇrˇena i v na´sleduj´ıc´ıch hodina´ch aktivace. Prˇi aktivaci trvaj´ıc´ı 24 a v´ıce hodin
byly nameˇrˇene´ koncentrace rozpustny´ch protein˚u nizˇsˇ´ı nezˇ koncentrace nameˇrˇena´ v ne-
aktivovane´m prepara´tu (0 h).
Za u´cˇelem charakterizace protein˚u nacha´zej´ıc´ıch se v prepara´tech Polyversum-Bi-
ogarden, byla provedena jejich elektroforeticka´ separace v polyakrylamidove´m gelu
v prostrˇed´ı SDS podle postupu uvedene´ho v kapitole 3.4.11 na straneˇ 19. Protozˇe
je zna´mo, zˇe organismus Pythium oligandrum sekretuje oligandrin, protein s n´ızkou
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Obra´zek 6: Specificka´ aktivita proteas v prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden.
Aktivita byla meˇrˇena v prepara´tech liˇs´ıc´ıch se dobou aktivace prˇ´ıpravku. Prepara´ty
byly prˇipraveny z 5% (w/v) suspenze Polyversum-Biogarden v deionizovane´ vodeˇ, in-
kubovane´ prˇi 25 ◦C. Symboly: * - Aktivita enzymu klesla k nule.
Obra´zek 7: Vliv prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden na aktivitu trypsinu. Byla
meˇrˇena aktivita serinove´ proteasy trypsinu v reakcˇn´ı smeˇsi se zvy´sˇeny´m pod´ılem (40µl)
aktivovane´ho prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden. Aktivita je vztazˇena na ml roztoku try-
psinu. Jako kontrola slouzˇila reakce, ve ktere´ byl aktivovany´ prˇ´ıpravek Polyversum-Bi-
ogarden nahrazen deionizovanou vodou.
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molekulovou hmotnost´ı (prˇiblizˇneˇ 10 kDa)[20], bylo vyuzˇito 15% (w/v) polyakrylami-
dove´ho gelu a standardn´ıch protein˚u, ktere´ pokry´vaj´ı rozsah molekulovy´ch hmotnost´ı
6,5–29 kDa.
Po elektroforeticke´ separaci protein˚u byly vyhodnoceny jejich relativn´ı molekulove´
hmotnosti za pomoci programu GelAnalyzer. Na sn´ımku gelu (obr. 9, str. 25) jsou vidi-
telne´ dva slabe´ prouzˇky odpov´ıdaj´ıc´ı protein˚um s molekulovou hmotnost´ı v prˇiblizˇne´m
rozmez´ı 11–12 kDa, ktere´ se nacha´zej´ı v prepara´tech aktivovany´ch 24 a 48 h. Tyto
prouzˇky jsou na obra´zku cˇerveneˇ zakrouzˇkova´ny.
Da´le je na sn´ımku gelu patrne´ mnozˇstv´ı prouzˇk˚u nacha´zej´ıc´ıch se nad horn´ı hra-
nic´ı rozsahu standardu molekulovy´ch hmotnost´ı (v´ıce nezˇ 29 kDa). Jedna´ se o pomeˇrneˇ
rozsa´hlou oblast vy´razneˇjˇs´ıch prouzˇk˚u odpov´ıdaj´ıc´ıch protein˚um s molekulovy´mi hmot-
nostmi v rozsahu prˇiblizˇneˇ 56–67 kDa a o oblast me´neˇ vy´razny´ch prouzˇk˚u, ktere´ od-
pov´ıdaj´ı protein˚um s molekulovou hmotnost´ı v rozsahu prˇiblizˇneˇ 41–50 kDa. Jak je
ze sn´ımku patrne´, prouzˇky odpov´ıdaj´ıc´ı protein˚um s vysˇsˇ´ı molekulovou hmotnost´ı jsou
dobrˇe viditelne´ ve vsˇech enzymovy´ch prepara´tech, na rozd´ıl od prouzˇk˚u druhe´ zmı´neˇne´
oblasti, ktere´ jsou vy´razneˇjˇs´ı v prepara´tech aktivovany´ch 24 h a de´le.
4.2 Vlastnosti enzymu˚ sekretovany´ch oomycetou Pythium
oligandrum
4.2.1 Stanoven´ı aktivity proteas
Byla stanovena aktivita proteas v prepara´tech, ktere´ byly skladova´ny po dobu dvou
let v mraznicˇce prˇi teploteˇ −24 ◦C. Vy´sledky tohoto stanoven´ı (viz obra´zek 10, str. 27)
byly d˚ulezˇite´ pro zjiˇsteˇn´ı stability proteas prˇi jejich dlouhodobe´m skladova´n´ı. Nameˇrˇene´
hodnoty se neliˇsily od p˚uvodn´ıch[23], nejvysˇsˇ´ı aktivitu meˇly prepara´ty cˇ´ıslo 1 a cˇ´ıslo 5.
Meˇrˇen´ı prob´ıhalo prˇi dvou r˚uzny´ch hodnota´ch pH (pH 5,0 a pH 7,0) podle postupu
uvedene´ho v kapitole 3.4.5 na straneˇ 15. Nameˇrˇene´ specificke´ aktivity byly pro obeˇ
hodnoty pH ve vsˇech prepara´tech srovnatelne´.
Z prˇedchoz´ıch studi´ı je zna´mo, zˇe mezi sekretovany´mi enzymy se vyskytuje v´ıce
typ˚u proteas[23], byla tedy stanovena za´vislost aktivity sekretovany´ch proteas na pH.
Meˇrˇen´ı bylo provedeno podle postupu uvedene´ho v kapitole 3.4.7 na straneˇ 16. Vy´sledky
tohoto meˇrˇen´ı jsou uvedeny na obra´zku 11 na straneˇ 27. Aktivita proteas, vyja´drˇena
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Obra´zek 8: Obsah rozpustny´ch protein˚u v prˇ´ıpravku Polyversum-Biogar-
den. Koncentrace protein˚u je vyja´drˇena v miligramech zvolene´ho standardu, BSA,
vztazˇeny´ch na ml aktivovane´ho prˇ´ıpravku.
Obra´zek 9: Elektroforeticka´ separace protein˚u aktivovane´ho prˇ´ıpravku Poly-
versum-Biogarden v prostrˇed´ı SDS. Separace byla provedena v 15% (w/v) polya-
krylamidove´m gelu. Popisky jednotlivy´ch jamek oznacˇuj´ı dobu aktivace prˇ´ıpravku Poly-
versum-Biogarden v hodina´ch, ST = standard molekulovy´ch hmotnost´ı, PJ = pra´zdna´
jamka. Do jamek bylo naneseno 5 µg protein˚u. Hveˇzdicˇky oznacˇuj´ı jamky, do ktery´ch
bylo kv˚uli n´ızke´ koncentraci naneseno me´neˇ nezˇ 5 µg protein˚u. (48 h: 4,4 µg; 144 h:
4,6 µg.) Cˇerveneˇ zakrouzˇkovana´ oblast oznacˇuje prouzˇky odpov´ıdaj´ıc´ı molekulove´ hmot-
nosti prˇiblizˇneˇ 11–12 kDa.
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v ekvivalentech la´tkove´ho mnozˇstv´ı standardu, L-tyrosinu, vztazˇeny´ch na cˇas reakce
a mililitr enzymove´ho prepara´tu, se pohybovala v rozsahu 8,2–14,0 nmolmin−1ml−1.
Nejvysˇsˇ´ı hodnoty dosahovala prˇi pH 6,5.
4.2.2 Vliv ovomukoidu na aktivitu proteas
V roztoku sekretovany´ch enzymu˚ oomycety Pythium oligandrum byl sledova´n vliv inhi-
bitoru ovomukoidu na prˇ´ıtomne´ proteasy podle postupu uvedene´ho v kapitole 3.4.8
na straneˇ 17. Na obra´zku 12 na straneˇ 28 je zna´zorneˇna za´vislost rychlosti re-
akce na mola´rn´ı koncentraci inhibitoru, prˇi dvou koncentrac´ıch substra´tu a pH 7,0.
Z nameˇrˇeny´ch dat byly pomoc´ı rovnice spojnice trendu Dixonova vy´nosu (za´vislosti
reciproke´ rychlosti reakce na koncentraci inhibitoru) vypocˇteny hodnoty IC50 pro obeˇ
koncentrace substra´tu. V prˇ´ıpadeˇ reakce prob´ıhaj´ıc´ı v prostrˇed´ı 106 µM azokaseinu se
vypocˇtena´ hodnota IC50 rovna´ prˇiblizˇneˇ 17µM. Hodnota IC50 vypocˇ´ıtana´ pro reakci
prob´ıhaj´ıc´ı v prostrˇed´ı 530 µM azokaseinu odpov´ıda´ prˇiblizˇneˇ 20µM.
4.2.3 Vliv vybrany´ch cˇinidel na stabilitu proteas a endo-1,3-β-glukanasy
Da´le byl sledova´n vliv r˚uzneˇ koncentrovany´ch roztok˚u vybrany´ch cˇinidel (konkre´tneˇ
mocˇoviny, tuhe´ho a tekute´ho my´dla, ethanolu, SDS, NaOH a smeˇsi posledn´ıch dvou
zmı´neˇny´ch la´tek) na stabilitu sekretovany´ch proteas a endo-1,3-β-glukanasy podle po-
stupu uvedene´ho v kapitole 3.4.9, na straneˇ 17.
Na obra´zku 13 na straneˇ 29 je zna´zorneˇn vliv 1–8M roztok˚u mocˇoviny na stabilitu
sekretovany´ch proteas. Doba inkubace enzymove´ho prepara´tu v roztoc´ıch mocˇoviny
byla 2 h. Z obra´zku je patrne´, zˇe k sn´ızˇen´ı specificke´ aktivity proteas dosˇlo v prostrˇed´ı
4M a 8M mocˇoviny. Ve zbyly´ch roztoc´ıch byly nameˇrˇene´ specificke´ aktivity srovnatelne´
s kontrolou.
Odliˇsna´ situace nastala v prˇ´ıpadeˇ 2 h inkubace prepara´tu v roztoc´ıch tenzid˚u (0,5%
a 1% (w/v) SDS, 50% (v/v) roztoku prˇipravene´ho z tuhe´ho my´dla) a v 0,05M cˇi 0,1M
roztoc´ıch NaOH (obra´zek 14, str. 29). V porovna´n´ı s kontrolou byla zmeˇrˇena nizˇsˇ´ı
specificka´ aktivita ve vsˇech uvedeny´ch roztoc´ıch. Nejnizˇsˇ´ı specificka´ aktivita pak byla
nameˇrˇena v roztoc´ıch 1% (w/v) SDS a 0,1M NaOH; v teˇchto prostrˇed´ıch tedy byly
proteasy me´neˇ stabiln´ı.
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Obra´zek 10: Stabilita proteas sekretovany´ch oomycetou Pythium oligan-
drum . Specificka´ aktivita sekretovany´ch proteas byla meˇrˇena v prepara´tech (cˇ. 1–5),
ktere´ byly dva roky skladova´ny prˇi teploteˇ −24 ◦C. Enzymova´ reakce prob´ıhala
prˇi pH 5,0 nebo pH 7,0 po dobu 1 h prˇi 37 ◦C.
Obra´zek 11: Za´vislost aktivity sekretovany´ch proteas na pH. Aktivita pro-
teas byla meˇrˇena v prostrˇed´ı McIlvainovy´ch pufr˚u, pH 5,0 – pH 8,0. Vyja´drˇena je
v odpov´ıdaj´ıc´ım mnozˇstv´ı standardu L-tyrosinu vztazˇene´m na cˇas reakce a mililitr
enzymove´ho prepara´tu.
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Obra´zek 12: Inhibice sekretovany´ch proteas ovomukoidem. Graf zna´zornˇuje
za´vislost rychlosti reakce na mola´rn´ı koncentraci inhibitoru ovomukoidu v reakcˇn´ı
smeˇsi. Zna´zorneˇny jsou pr˚ubeˇhy pro dveˇ koncentrace substra´tu (106 µM a 530µM azo-
kasein). Rychlost reakce je vztazˇena na miligram rozpustny´ch protein˚u obsazˇeny´ch
v enzymove´m prepara´tu.
Specificka´ aktivita sekretovany´ch proteas byla oproti kontrole vy´znamneˇ sn´ızˇena
rovneˇzˇ po 30min inkubaci enzymove´ho prepara´tu v 25% (v/v) roztoc´ıch tekuty´ch
my´del znacˇky ISANA (obr. 15, str. 31). Sekretovane´ proteasy byly me´neˇ stabiln´ı
v prostrˇed´ı tekute´ho my´dla varianty
”
Mango a pomerancˇ“ oproti varianteˇ
”
Specia´l“,
ktera´ ma´ dle informac´ı vy´robce antibakteria´ln´ı u´cˇinky. V prˇ´ıpadeˇ varianty
”
Specia´l“
dosˇlo k sn´ızˇen´ı specificke´ aktivity proteas na 60% ve srovna´n´ı s kontrolou, v prˇ´ıpadeˇ
varianty
”
Mango a pomerancˇ“ dosˇlo k sn´ızˇen´ı aktivity azˇ na 18% ve srovna´n´ı s kont-
rolou.
Na obra´zku 16 na straneˇ 31 je zna´zorneˇna stabilita sekretovany´ch proteas v en-
zymovy´ch prepara´tech inkubovany´ch 30min v 0,5% (w/v) (poprˇ´ıpadeˇ 1% (w/v)) roz-
toc´ıch SDS soucˇasneˇ obsahuj´ıc´ıch NaOH v koncentracˇn´ım rozsahu 2,5–25mM. Ve vsˇech
roztoc´ıch byly sekretovane´ proteasy ma´lo stabiln´ı, nebot’ v nich byla zmeˇrˇena n´ızka´
specificka´ aktivita v porovna´n´ı s kontrolou. Nav´ıc prˇi porovna´n´ı hodnot specificky´ch
aktivit proteas mezi sebou bylo zjiˇsteˇno, zˇe dvojna´sobne´ navy´sˇen´ı koncentrace SDS
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Obra´zek 13: Stabilita sekretovany´ch proteas v prˇ´ıtomnosti mocˇoviny. En-
zymovy´ prepara´t byl inkubova´n v roztoc´ıch 1–8M mocˇoviny prˇi laboratorn´ı teploteˇ
po dobu 2 h. Kontrola byla prˇipravena inkubac´ı enzymove´ho prepara´tu v deionizovane´
vodeˇ.
Obra´zek 14: Stabilita sekretovany´ch proteas v prˇ´ıtomnosti tenzid˚u a NaOH.
Enzymovy´ prepara´t byl inkubova´n v uvedeny´ch roztoc´ıch po dobu 2 h prˇi laboratorn´ı
teploteˇ. Kontrola byla prˇipravena inkubac´ı enzymove´ho prepara´tu v deionizovane´ vodeˇ.
RM = roztok my´dla, ktery´ byl prˇipraven z tuhe´ho my´dla podle postupu uvedene´ho
v kapitole 3.4.9, str. 17.
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(prˇi zachova´n´ı koncentrace NaOH) zp˚usobilo ve veˇtsˇineˇ prˇ´ıpad˚u prˇiblizˇneˇ dvojna´sobne´
sn´ızˇen´ı aktivity. Naproti tomu dvojna´sobne´ navy´sˇen´ı koncentrace NaOH (prˇi zachova´n´ı
koncentrace SDS) ve veˇtsˇineˇ prˇ´ıpad˚u dvojna´sobny´ pokles aktivity nezp˚usobilo.
Byl sledova´n rovneˇzˇ vliv r˚uzneˇ koncentrovany´ch roztok˚u ethanolu na stabilitu sekre-
tovany´ch proteas (obra´zek 17, str. 32). Enzymovy´ prepara´t byl inkubova´n v roztoc´ıch
ethanolu o koncentrac´ıch 10–48% (v/v) po dobu 30min prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Z po-
rovna´n´ı nameˇrˇeny´ch hodnot s kontrolou vyply´va´, zˇe ethanol nemeˇl vliv na stabilitu
sekretovany´ch proteas.
Na obra´zku 18 na straneˇ 32 jsou uvedeny specificke´ aktivity sekretovane´
endo-1,3-β-glukanasy, ktera´ byla prˇed vlastn´ı enzymovou reakc´ı 30min inkubova´na
prˇi laboratorn´ı teploteˇ v 10–48% (v/v) roztoc´ıch ethanolu. Jak je z obra´zku videˇt,
ethanol nemeˇl vy´znamny´ vliv na stabilitu tohoto enzymu, a to ani prˇi vysˇsˇ´ı, te´meˇrˇ
50% (v/v) koncentraci.
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Obra´zek 15: Stabilita sekretovany´ch proteas v prˇ´ıtomnosti tekuty´ch my´del
znacˇky ISANA. Enzymovy´ prepara´t byl inkubova´n v 25% (v/v) roztoc´ıch tekuty´ch
my´del znacˇky ISANA (S = varianta
”
Specia´l“, M = varianta
”
Mango a pomerancˇ“)
po dobu 30min prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Kontrola byla prˇipravena inkubac´ı enzymove´ho
prepara´tu v deionizovane´ vodeˇ.
Obra´zek 16: Stabilita sekretovany´ch proteas v prˇ´ıtomnosti smeˇsi SDS
a NaOH. Enzymovy´ prepara´t byl inkubova´n 30min prˇi laboratorn´ı teploteˇ v roz-
toc´ıch 0,5% nebo 1% (w/v) SDS, ktere´ za´rovenˇ obsahovaly NaOH, a to v koncen-
tracˇn´ım rozsahu 2,5–25mM. Kontrola byla prˇipravena inkubac´ı enzymove´ho prepara´tu
v deionizovane´ vodeˇ.
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Obra´zek 17: Stabilita sekretovany´ch proteas v prˇ´ıtomnosti ethanolu. En-
zymovy´ prepara´t byl inkubova´n v roztoc´ıch ethanolu o koncentrac´ıch 10–48% (v/v)
po dobu 30min prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Kontrola byla prˇipravena inkubac´ı enzymove´ho
prepara´tu v deionizovane´ vodeˇ.
Obra´zek 18: Stabilita sekretovane´ endo-1,3-β-glukanasy v prˇ´ıtomnosti
ethanolu. Enzymovy´ prepara´t byl inkubova´n 30min prˇi laboratorn´ı teploteˇ
v 10–48% (v/v) roztoc´ıch ethanolu. Kontrola byla prˇipravena inkubac´ı enzymove´ho
prepara´tu v deionizovane´ vodeˇ.
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5 Diskuze
Oomycety jsou kmenem houba´m podobny´ch organismu˚, mezi ktere´ mu˚zˇeme zarˇadit
neˇktere´ velmi vy´znamne´ patogeny zˇivocˇich˚u (naprˇ. Pythium insidiosum) a rostlin (naprˇ.
Phytophthora infestans , Pythium ultimum)[7], jenzˇ zp˚usobuj´ı kazˇdy´ rok ohromne´ ztra´ty
na zemeˇdeˇlske´ u´rodeˇ[31]. K ochraneˇ u´rody prˇed teˇmito patogeny jsou vynakla´da´ny
nemale´ prostrˇedky a u´sil´ı. Rostliny jsou chra´neˇny sˇlechteˇn´ım rezistentn´ıch plodin cˇi na-
prˇ´ıklad pouzˇ´ıva´n´ım chemicky´ch pesticid˚u[12].
Vyuzˇ´ıva´n´ı pesticid˚u je prˇitom spojeno s rˇadou environmenta´ln´ıch proble´mu˚.
Docha´z´ı naprˇ´ıklad k ukla´da´n´ı rezidu´ı pesticid˚u v p˚udeˇ, cozˇ vede k ovlivneˇn´ı zastoupen´ı
p˚udn´ıch mikroorganismu˚ (ktere´ se na kvaliteˇ p˚udy vy´znamneˇ pod´ılej´ı), a tedy ke zmeˇneˇ
vlastnost´ı p˚udy. Pesticidy se take´ dosta´vaj´ı do vodn´ıch tok˚u, dokonce do spodn´ıch
vod, docha´z´ı tak k u´hynu vodn´ıch organismu˚ a k narusˇova´n´ı potravn´ıch rˇeteˇzc˚u[32].
Dalˇs´ım proble´mem je nedostatek informac´ı o degradaci pesticid˚u a o mechanismu jejich
p˚usoben´ı na metabolismus mikroorganismu˚, rostlin a zˇivocˇich˚u. Rˇesˇen´ım teˇchto cˇetny´ch
proble´mu˚ se jev´ı vyuzˇit´ı tzv. BCAs – prostrˇedk˚u biologicke´ ochrany rostlin, tedy mi-
kroorganismu˚, kterˇ´ı prˇirozeneˇ konkuruj´ı rostlinny´m patogen˚um. Mezi tyto prospeˇsˇne´
mikroorganismy patrˇ´ı naprˇ´ıklad Trichoderma harzianum p˚usob´ıc´ı jako fungicid, Ba-
cillus subtilis vyuzˇ´ıvany´ jako fungicid a bakteriocid, Bacillus thuringiensis slouzˇ´ıc´ı jako
insekticid cˇi Pythium oligandrum p˚usob´ıc´ı jako fungicid[15].
Pythium oligandrum je nepatogenn´ı oomyceta, ktera´ prˇi ochraneˇ rostlin jednak
souteˇzˇ´ı s patogenn´ımi organismy v rhizosfe´rˇe o prostor a zˇiviny, jednak tyto mikroor-
ganismy mykoparaziticky napada´. Za´rovenˇ Pythium oligandrum v rostlina´ch indukuje
rezistenci a podporuje je v r˚ustu produkc´ı tryptaminu[12, 15, 17]. Mykoparaziticky´
u´cˇinek oomycety spocˇ´ıva´ v produkci hydrolyticky´ch enzymu˚ (naprˇ´ıklad glukanas, ce-
lulas, chitinas cˇi proteas), ktere´ uvolnˇuje do okol´ı a degraduje tak buneˇcˇnou steˇnu
patogenn´ıho organismu[15, 18].
V prvn´ı cˇa´sti te´to bakala´rˇske´ pra´ce byla sledova´na aktivita endo-1,3-β-glukanasy
(EC 3.2.1.6), celulasy (EC 3.2.1.4), chitinasy (EC 3.2.1.14) a proteas v suspenzi ko-
mercˇn´ıho prˇ´ıpravku biologicke´ ochrany rostlin, Polyversum-Biogarden, spolecˇnosti Bi-
oprepara´ty, s. r. o., jehozˇ u´cˇinnou slozˇkou jsou oospory organismu Pythium oligan-
drum M1 (v mnozˇstv´ı 1× 106 g−1), a ktery´ je urcˇen k morˇen´ı, postrˇiku a zale´va´n´ı[24].
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O prˇ´ıtomnosti enzymu˚ v tomto prˇ´ıpravku nejsou dosud zˇa´dne´ informace, aktivity uve-
deny´ch enzymu˚ proto byly sledova´ny v neˇkolika cˇasech aktivace prˇ´ıpravku. (Aktivace
viz kapitola 3.4.1, str. 13.) Konkre´tneˇ byly meˇrˇeny aktivity ihned po smı´sen´ı prˇ´ıpravku
s vodou (0 h), po jedne´ hodineˇ aktivace (Tento cˇas byl zvolen z d˚uvodu doporucˇen´ı
vy´robce aktivovat prˇ´ıpravek prˇiblizˇneˇ 30min prˇed aplikac´ı na rostliny.) i v delˇs´ıch
cˇasech (azˇ 144 h).
Bylo zjiˇsteˇno, zˇe specificka´ aktivita glykosidas (viz obra´zek 5, str. 21) dosahovala
nejvysˇsˇ´ıch hodnot v prˇ´ıpadech, kdy byl prˇ´ıpravek aktivova´n mezi 6 a 24 hodinami. Na-
proti tomu proteolyticka´ aktivita prakticky nebyla za zvoleny´ch podmı´nek proka´za´na
(viz obra´zek 6, str. 23). Vzhledem k tomu, zˇe produkce proteas je v organismu Pythium
oligandrum prˇedpokla´da´na[7, 15], bylo oveˇrˇova´no, zda se mezi sekretovany´mi proteiny
oomycety nenacha´z´ı inhibitory proteas. Za t´ımto u´cˇelem bylo provedeno meˇrˇen´ı akti-
vity serinove´ proteasy trypsinu (EC 3.4.21.4) v reakci, do ktere´ byly prˇida´ny roztoky
s proteiny sekretovany´mi oomycetou Pythium oligandrum. Pokles aktivity trypsinu
vsˇak nebyl zaznamena´n (viz obra´zek 7, str. 23); inhibitory serinovy´ch proteas tedy ne-
byly proka´za´ny. Provedene´ meˇrˇen´ı ovsˇem nevylucˇuje prˇ´ıtomnost jiny´ch typ˚u inhibitor˚u.
Nı´zke´ specificke´ aktivity proteas da´le mohly by´t zp˚usobeny neprˇ´ıtomnost´ı prˇ´ıpadny´ch
nezbytny´ch aktiva´tor˚u v reakcˇn´ı smeˇsi cˇi prˇ´ıtomnost´ı proteas, ktere´ nejsou schopny
sˇteˇpit zvoleny´ substra´t azokasein (exoproteasy).
Vzhledem k n´ızky´m specificky´m aktivita´m glykosidas nameˇrˇeny´m v kratsˇ´ıch cˇasech
aktivace a prakticky nemeˇrˇitelny´m specificky´m aktivita´m proteas se zda´, zˇe mecha-
nismus p˚usoben´ı prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden po aplikaci na rostliny nespocˇ´ıva´
prima´rneˇ v bezprostrˇedn´ım u´cˇinku teˇchto enzymu˚ na patogenn´ı organismy, ale zˇe
docha´z´ı v prve´ rˇadeˇ ke kolonizaci rostliny a na´sledneˇ k indukci jej´ı rezistence. Tomu
by nasveˇdcˇovaly rovneˇzˇ vy´sledky separace sekretovany´ch protein˚u oomycety gelovou
elektrofore´zou v prostrˇed´ı SDS (viz obra´zek 9, str. 25). Po separaci byl totizˇ nalezen
protein o velikosti prˇiblizˇneˇ 11–12 kDa, ktery´ svou molekulovou hmotnost´ı prˇiblizˇneˇ
odpov´ıda´ oligandrinu, elicitin˚um podobne´mu proteinu, zna´me´mu svou schopnost´ı in-
dukovat imunitn´ı odpoveˇd’ v rostlina´ch rajcˇete[20].
Dı´ky sve´ schopnosti agresivneˇ napadat houbove´, ale i houba´m podobne´ patogeny,
a d´ıky skutecˇnosti, zˇe se jedna´ o nepatogenn´ı organismus, nalezla oomyceta Pythium
oligandrum sve´ uplatneˇn´ı i v huma´nn´ı a veterina´rn´ı medic´ıneˇ. Prˇ´ıpravky na ba´zi Py-
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thium oligandrum p˚usob´ı proti dermatofyto´za´m (houbovy´m onemocneˇn´ım k˚uzˇe, vlas˚u
a neht˚u) mechanismy podobny´mi teˇm, ktere´ oomyceta Pythium oligandrum vyuzˇ´ıva´
prˇi boji s fytopatogeny[33].
V dnesˇn´ı dobeˇ dostupne´ kosmeticke´ prˇ´ıpravky, ktere´ jsou beˇzˇneˇ vyuzˇ´ıva´ny prˇi pe´cˇi
o teˇlo, obsahuj´ı mnozˇstv´ı la´tek, jezˇ by mohly neprˇ´ızniveˇ ovlivnit le´cˇebny´ u´cˇinek
prˇ´ıpravk˚u na ba´zi Pythium oligandrum. V druhe´ cˇa´sti te´to pra´ce proto byla studova´na
stabilita enzymu˚ sekretovany´ch oomycetou Pythium oligandrum v prˇ´ıtomnosti cˇinidel
beˇzˇneˇ se vyskytuj´ıc´ıch v neˇktery´ch kosmeticky´ch prˇ´ıpravc´ıch. Byly rovneˇzˇ hleda´ny dalˇs´ı
la´tky a podmı´nky, ktere´ by mohly aktivitu teˇchto enzymu˚ snizˇovat.
Z prˇedchoz´ıch studi´ı je zna´mo, zˇe stabilita sekretovany´ch proteas skladovany´ch
v pr˚ubeˇhu dvou meˇs´ıc˚u prˇi teploteˇ 5 ◦C byla velmi dobra´. S teˇmito studiemi je v sou-
ladu i soucˇasne´ pozorova´n´ı stability proteas skladovany´ch dva roky prˇi−24 ◦C – zjiˇsteˇna´
specificka´ aktivita se neliˇsila od hodnot nameˇrˇeny´ch prˇed skladova´n´ım[23].
Byla sledova´na take´ za´vislost aktivity sekretovany´ch proteas na pH, nejvysˇsˇ´ı ak-
tivity dosahuj´ı prˇ´ıtomne´ proteasy v okol´ı pH 6,5. Da´le bylo zjiˇsteˇno, zˇe proteoly-
ticka´ aktivita enzymu˚ sekretovany´ch organismem Pythium oligandrum je vy´znamneˇ
snizˇova´na ovomukoidem, proteinem, ktery´ je zna´m jako inhibitor serinovy´ch proteas.
Mezi sekretovany´mi enzymy organismu Pythium oligandrum se tedy serinove´ proteasy
pravdeˇpodobneˇ vyskytuj´ı.
Stabilitu sekretovany´ch proteas vy´znamneˇ snizˇovala prˇ´ıtomnost tenzid˚u (zejme´na
1% (w/v) SDS) a hydroxidu sodne´ho (viz obr. 14, str. 29 a obr. 16, str. 31). Prˇi sle-
dova´n´ı stability proteas v roztoc´ıch tekuty´ch my´del ISANA (viz obra´zek 15, str. 31)
byla prˇekvapiveˇ nameˇrˇena vysˇsˇ´ı proteolyticka´ aktivita ve varianteˇ my´dla s antibak-
teria´ln´ım u´cˇinkem, tedy varianteˇ
”
Specia´l“, oproti hodnoteˇ nameˇrˇene´ ve varianteˇ
”
Mango a pomerancˇ“, ktera´ nebyla oznacˇena jako antibakteria´ln´ı. Je proto mozˇne´,
zˇe dalˇs´ı prˇ´ımeˇsi obsazˇene´ v teˇchto my´dlech (naprˇ´ıklad parfe´move´ slozˇky) by mohly
snizˇovat stabilitu sekretovany´ch proteas.
6 Za´veˇr
1. V prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden inkubovane´m ve vodeˇ byla zjiˇsteˇna aktivita
glykosidas – endo-1,3-β-glukanasy, celulasy a chitinasy, ktera´ se s cˇasem akti-
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vace (inkubace prˇ´ıpravku ve vodeˇ) zvysˇovala. Nejvysˇsˇ´ı aktivita glykosidas byla
nameˇrˇena po aktivaci trvaj´ıc´ı 6–24 h, pote´ dosˇlo k jej´ımu sn´ızˇen´ı.
2. V aktivovane´m prˇ´ıpravku Polyversum-Biogarden nebyla zjiˇsteˇna proteolyticka´
aktivita, za´rovenˇ zde ale nebyla proka´za´na prˇ´ıtomnost inhibitor˚u serinovy´ch pro-
teas. Po aktivaci trvaj´ıc´ı 24 a 48 hodin se mezi sekretovany´mi proteiny objevil
protein o molekulove´ hmotnosti 11–12 kDa, ktery´ svou molekulovou hmotnost´ı
prˇiblizˇneˇ odpov´ıda´ oligandrinu.
3. Jako pH optimum proteas sekretovany´ch oomycetou Pythium oligandrum
bylo stanoveno pH 6,5.
4. Ovomukoid inhiboval aktivitu sekretovany´ch proteas. Byla zjiˇsteˇna hodnota IC50
prˇiblizˇneˇ 17µM prˇi koncentraci substra´tu 106 µM a hodnota IC50 prˇiblizˇneˇ 20µM
prˇi koncentraci substra´tu 530 µM.
5. Stabilita sekretovany´ch proteas nebyla ovlivneˇna dlouhodoby´m skladova´n´ım
prˇi teploteˇ −24 ◦C, snizˇovala ji ovsˇem prˇ´ıtomnost SDS, tekuty´ch my´del, hyd-
roxidu sodne´ho cˇi roztoku tuhe´ho my´dla. Mocˇovina stabilitu proteas prˇ´ıliˇs ne-
ovlivnˇovala; k jej´ımu sn´ızˇen´ı dosˇlo azˇ v roztoc´ıch 4 a 8M mocˇoviny p˚usob´ıc´ıch
po dobu dvou hodin.
6. Ethanol nemeˇl vliv na stabilitu sekretovany´ch proteas cˇi endo-1,3-β-glukanasy.
Dokonce ani po trˇicetiminutove´ inkubaci enzymu˚ v 48% (v/v) roztoku ethanolu
nebylo zaznamena´no jej´ı sn´ızˇen´ı.
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